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O estudo do mecanismo de formacao de agregados proteicos € atualmente alvo
de interesse devido a sua frequente relagdo com doencas neuroldgicas como
0 Alzheimer, mas também devido as suas caracteristicas estruturais e
mecanicas relevantes para aplicagdo em diversas areas. Devido ao facto da
mesma proteina poder dar origem a diferentes tipos de agregados dependendo
do meio em que se encontra inserida, € necessario perceber a influéncia dos
vérios fatores na formacédo destes e 0 seu mecanismo de formagéo. Visando
estes objetivos, neste trabalho, foram usadas proteinas e fragmentos modelo,
nomeadamente o fragmento do peptideo KLVFFA?l, bem caracterizado na
literatura como modelo para o estudo de formacéo de fibrilas amil6ides, e a
ovalbumina, em conjunto com dois fragmentos da sua sequéncia e as proteinas
totais da clara do ovo, para estudar a formacdo de agregados proteicos na
presenca de liquidos iénicos (LIs). Os Lls, nomeadamente o arginato de colinio
([Cho][Arg]) e tosilato de colinio ([Cho][Tos]), foram estudados como solventes
indutores da agregacéo in vitro sob condigBes controladas. A formagéo de
agregados foi avaliada laboratorialmente a pH 2 e pH 7, por técnicas de
microscopia e ensaios de fluorescéncia por Tioflavina T, em conjunto com
simulacfes de dindmica molecular que permitiram estudar a estabilidade dos
agregados proteicos. Verificou-se a formacéo de fibrilas de ovalbumina com
caracteristicas ndo amiléides na presenca de [Cho][Arg] a 0,05 M a pH 2, tendo
sido também verificada a formacdo de agregados com estrutura amorfa, mas
com presencga de folhas-b | o, com [Céo][Tos] a 0,05 M a pH 2. Os restantes
agregados para a ovalbumina e o fragmento em estudo para pH 2 e 7
visualizados por microscopia apresentaram morfologia amorfa. No caso da
estabilidade das fibrilas por simulagbes de dindmica molecular verificou-se a
existéncia de ligagBes por pontes de hidrogénio inter-cadeia, estabilizando a
estrutura, e interacdes dos liquidos idnicos com os aminoacidos da proteina.
Encontraram-se diferentes é&reas de superficie acessivel ao solvente
relacionadas com a estrutura secundaria amorfa ou com folhas-b I o
enquanto que pelo célculo da energia de associacao da estrutura formada foi
possivel concluir que nos sistemas com liquidos i6nicos ndo existe uma
conformacao prevalente, sendo necessarios estudos adicionais.
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The study of the mechanism of formation of protein aggregates is of high interest
due to its frequent relationship with neurological diseases such as Alzheimer's,
but also due to their structural and mechanical characteristics relevant for
application in several areas. Since the same protein can give rise to different
types of aggregates, depending on the medium in which it is inserted, it is
necessary to perceive the influence of the various factors in the formation of
these and their mechanisms of formation. Envisioning these objectives, in this
work, model proteins and fragments were used, namely the beta amyloid
peptide fragment 8KLVFFA?L, well characterized in the literature as a model for
the study of amyloid fibril formation, and ovalbumin, together with two fragments
of its sequence and total proteins of the egg white, to study the formation of
protein aggregates in the presence of ionic liquids (ILs). ILs, namely choline
arginate ([Cho][Arg]) and choline tosylate ([Cho][Tos]), were studied as solvents
that could allow in vitro aggregation under controlled conditions. The formation
of the aggregates was experimentally evaluated at pH 2 and pH 7, by
microscopy and fluorescence tests by Thioflavin T, together with molecular
dynamics simulations that allowed the study of the stability of the protein
aggregates. It was found the formation of fibrils with non-amyloid characteristics
for ovalbumin in the presence of 0.05 M of [Cho][Arg] at pH 2, and also the
formation of aggregates with amorphous structure but with presen ¢ e -shéets
sites for the solution of [Cho][Tos] at 0.05 M and pH 2. The remaining
aggregates for ovalbumin and the study fragment at pH 2 and 7 displayed
amorphous morphology. In the case of the stability of the fibrils by simulations
of molecular dynamics, it was verified the existence of inter-chain hydrogen
bonds, stabilizing the protein structure, and interaction of ILs with the amino
acids of the protein. The different solvent accessible surface areas are related
to the amorphous secondary structur e or wi {isheets] and hyl the
calculation of the energy of association of the formed structure it was possible
to conclude that in the systems with ILs there is no prevailing conformation, and
additional studies are required.
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1. Introducéao
1.1 Agregacéao proteica

As proteinas sdo macromoléculas complexas que podem apresérigs Vv
conformacdegnas sao dependentes de uma estrutura tridimensional ordenada para executar
a sua funcagl]. A funcéo dacadaproteina depende de uenrolamentaorretopara que
seja alcancada a conformacéo ideal sendo, geralmstaeg eonformacdo mais &stl em
termos de eneig livre de GibbsExistem proteinas que mesmo em ambiente fisiolégico ndo
conseguem alcancar esta conformacédo, o quedlaranacao de espécies intermaddis e
nao nativas que se podem assqQ@saginando agregados proteic®. Para que o estado
nativo possa ser formado € nedssque ocorra uma estabilizacao, visto que o estado
desnaturado possui geralmente uma entropia conformacional elevada aeindmeras
conformacdes que pode adotss forcas quéavorecena formacéo do estado nativodamm
ser tanto intermoleculares como intramoleculaggsara alcanca conformacao de menor
energia, estado nativo, podem ser detetadeaasvconformacdes intermédiaspor isso
diferentes percursos podem alcancar a mesma conforrf@éicabste proceso pode ser
representado por um funil em que as conformacdes com elevada energia se encontram no
topo deste, estando na forma desnatyraglapor isso apresentam uma entropia
conformacional elevada, enquanto que no fundo do funil € encontrado o estaolcorativ
um estado de energia minimo, devalestabilizacdo eglpica e também &ios agregados
formados por associacao entre estados proteicos intérinsdFigura 1).
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Figura 1 - Representacao do processo de enrolamento proteico por funil energético. No topo do funil
encontraseo estado ndo enrolado com alta energia (representada por E), a azul erseniraon
estados intermédioaté ao estado nativ@ arosaencontranse as possiveis associagdale
conformacdes interndiasque podem resultar em agregados. Adaptad8]de

Os agregados formadisvivoouin vitro podem sedevids adiversos fatoreomo
mudancas deemperaturastressoxidativo, con@ntracéo deroteina, natureza deslvents
e através demadificagcbes quimicas nas proteind. Por exemplo,mudancas na
temperatura levarfrequentementa uma destabilizép da estruturproteicaque pode ter
como consequénciam aumento déaxa deagregacaoAssim uma proteina quapresente
uma taxa de agregacademperatura ambienteg sofrer um aumento gemperaturaeste
aumentgooden conduzira uma aceleracédo na formacéo de agregados, havendo reducéo da
energia de atacdo, aumento das interacdes hidrofobicas, aumento da difusdo das proteinas
e aumento da frequéncia das colisées molecul@afeBor outro lado, o pH da solucéo afeta
a distribuicdo e o tipo de cargas da superficie das proteinas, afetando ndo s as interacdes
intramoleculares nprocesso denrolamento, mas também as interagdes intermalesu
proteinaproteina. A pH muito afastadde 7, as proteinas apresentaargas elevadas,
aumentadoconsideravelmente as interagdes intermoleculares e intramoleculares, o que leva
no minimoa um parcial desenrolamento da proteiferto do ponto isoelétricol) a

proteina tem o seu minimo de solubilidgf Para além da temperatura e dotphirse



também omo fator externo a forga idnica da solugédo, sendo que todos os iBes presentes
podem interagir com a proteina electrostaticamemeuzindo assimmudancas na sua
conformacad6]. A forma como este fator afeta a agregacéo é muito dependente da proteina,
sendo que se a neutralizacdo das suas cargas superficiais favorecer a sua
estabilidade/enrolamento, a reducdo destas interacfes por aumento da forcaaidnica v
destabilizar a proteinégendo como consequénaaexposi¢cao de zonas hidrofobicas, o que
potencia a formacéo de agregafifs

O processo de formacao de agregaglosmrével com ascondicbes do mejanas
conjuntamente com @onformacaanicial da proteinapodendo esta encontragnaforma
nativa,enrolada, ndo enrolada parcialmente enrolad8]. A conformacao proteica mais
propensa para a agregacagaicialmentenroladapoisassuagegioes hidrofébicas ficam
exposta, apresentado uma cadel polipeptidica pouco estruturada, o que proenes
ligagdes por pontesde hidrogénio einteracdes hidrofébicas entrefetientes cadeias
polipeptidicas Pa outro lado, as conformacfes enroladas e ndo enroladas tém,
respetivamente, as suas regides hidrofébicas sem contacto Ggumaaou dispersas
aleatoriament§3].

Os agregados proteicos podem sdassificados com base em diferentes
propriedadestais como solubitlade (sendo designados por solUveis se ndo forem visiveis a
olho nu e ndo puderem ser removidos por filtro com tamanho de poro 0,28pode
ligacdes estabelecidasmanho/morfologia, reversibilidade e conformagémorithria dos
agregados (forma nat ou desnaturadlff], [10]. Os agregados apresentam diferentes tipos
de organizacado tridimensional consoante as ligacGes estabelecidas entre as moléculas,
podendo estas ser de natureza fraca ndo covalenteptads/an der Waalsligagbes por
pontesde hidrogénio e interacdes eletéisas e hidrofobicalb], ou por ligagdes covalentes
[11]. Normalmente, os agregados formados por tipos de ligagao fracos séo risversjive
pode indicar um equilibrio entre 0 monémero e as outras conform@66s agregados
insolUveis podem apresentar uma agunfacdo amorfa ou fibrilar, dependendo da natureza
da proteina em questéo e tambdgs condicbes do meiBxiste ainda um estado proteico
ordenado para além do nativo, sendo um estado caracterizado por agregados lineares,
denominados de amiloidER2]. A formacéo deste tipo de agregado € geralmente prejudicial
para um sistema vivo, que tende a desenvolver mecanismos para evitar a sua formagao ou

neutralizar os seus efeitopl3]. Apesar ds agregados ddipo fibrilar estaem



frequentementeelacionado a patologias mesmo pode acontecer com agregados amorfos

1.1.1 Agregados amildides

As fibrilas proteicas, ou fibrilas amildides, sédo estruturas comesreEsmteresse na
area farmacéutica, essencialmente na procura de namosdos que combatam a sua
formagéo dado que a formacéo de fibrilas amildides é redpnsor diversas doencas
neurologicas, como Alzheimer eo Parkinsor{14]. Por outro lado, as fibrilas proteicas tém
tambem elevado interesse agea alimentafl5], e na preparacdo de novos materiais pelas
suas propriedades funcionais e mecanicas interesgddleq17]. E encontrada a sua
aplicabilidade em &ios exemplos, como emodelos funcionais, na formacéo de fios de
tamanho nanométrico com capacidade de conducao cédrapade fios condutores solidos
[18], e na producéo de novos polimebascompatives e biodegraéveis com propriedades
mecanicas desijeis[19]. A resisténcia,igidez e a sua energia coesfagzem com que as
fibrilas tenham uma resisténcia elevada a fenbmenos de degradacaos)eimiclogicos,

0 que as famateriais estruturais importantesm aplicabilidade eré&reas diferentes, sendo
doisdestes exemplos, a lisozirea peptideo beta amiloif20], [21].

As fibrilas obtidas pela agregacédo da lisozima foram aplkcadan sucesso na
substituicdo deolagéniona producaale ossos artificiais, produnzlo fibrilas amiléides de
comprimentolongo e ndo ramificadag20]; também pra a producdo de nanotubos,
nanocristais e nanoparticulas, € possiwvtelizar como recurso asstruturas em forma de
cavidadeentre as folhab d a sas fdraduzidas Ipeldisozima tendo a literaturadj
reportado a producdo de nanotubos com aproximadameniiénietro de diametrd21].
Para o caso do peptideetaamil6ide foi verificado que as fibrilaamiloides podemser
utilizadaspara aformacéao dénidrogéiscom caracteristicagrmoreversieis e hadoxicos
gue podem ser usados costafoldsque ajudam nadiferenciacdo deélulasestaminais
mesenquimaif22].

As fibrilas amiloides séo estruturaBbrilares formadas por agregados peoteinas
gue atingemnormalmenteum comprimentaa ordem dos micromesoe com diametro
aproximado de 42 nandmetros (Figura 2) [23]. As fibrilas amil6idesapresentam
frequentement@ropriedades comunsige si, apresentando semelhancas na sua estrutura

interna e na sua morfologia exteri2d], [25]. As técnicas de dicroismo circular (DC) e



Fourier Transform Infrared RadiatiofF TIR) permitem inferir sobre a existéncia de um teor
elevado de folnd na s ua ¢ on guardd awmon&nero on @teimMtEmM
estado desordenado ou apresentaa i o r i t a-hélica[®5k [26]. Embbra, ainda n&o
tenha sido possivel definir a estrutura molecular pormeadaide uma fibrila amildide, com
recurso amicroscopia etronica @ foi possivel verificar que apresentam uma estrutura
longa, linear e ndo ramificada7]. Estas fibrilas séo constituidas normalmente por dois a
seis protofilamentos, em que cada um apresenta um diametro de cerca de 2 nandmetros, e
por dadogsle difracdo deaio-X verificou-sea existéncia dema estrutura comum em fotha

b paralela ao eixo da fibriJ@nquanto que cada cadeia individeiad folhab e n eseent r a
configuracdo perpendicular ao epsendo aistanciaentre folhash de aproximadamente
10A [28].

Figura 2 - Imagem damicroscopia de transmissao de fibrilas amildides longas e n&o ramificadas
[29].

Existemvarios mecanismogom algumas similaridadgmra a formacéo de fibrilas
amiléides. Os mondmeros proteicos téandéncia associarense entre si em condi¢des
favoraveis ao fenébmendormando agregadasversiveisdevidoa sua siperficie de auto
complementadadeque favoreceas ligacdes intermoleculares. Estes pequenos agregados
reversiveis poderae transformar em irreversiveis mhversosfatores taiscomoaumento
da concentracdo de proteina, cfimmacéo de ligacdes covalenf86]. Por outro lado, se a
conformacao inicial do monémetiover sofrido alteracdo pdiatores comanudanca de
temperatura ou pressa@onovaconformacadgnédo nativgpode adquirimais preponderancia
para a formacéo de agregados iemsiweis Embora estegdltimos mecanismos tenham sido
reportados na literatura, o mecanispneferenciapama a formacéao de agregados amiloides
acontece por nucleacao e por formacasatrid31]. O monomergor si S0 ndo consegue
formar agregadosp) mecanismo geral de nucleacdo apresenta uma fakey ¢kase de

nucleagdogm que nenhum agregado € visivel num determinado espaco de tempo, mas apos
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este periodaritico aparecem &ios agregadosPara iniciar 0 processo € necess a
formacdode um nucleo ordenado formado por sobressaturacdo proteica que excede a
concentracaccritica, sendo que depois da sua formacadiibrila crescerapidamente

passando da faseg para a fase do crescimerfiégura 3.

equilibrio

crescimento
Fibrila/

Unidades \
arbitrarias

nucleagdo

S
=

Tempo/horas

Figura 3 - Formagéao cinética de uniioril a amildide. O crescimento diaril a é describ por uma
curva sigmoidal que contemplauma é¢apa de nucleacdaimade crescimentoe o equilibrio
Adaptado d¢32].

A morfologia da fibrilas sofre alteracfesonsoante as condicbes em s&ao
inserida, sendo alguns dos fatores relevanéesoncentracdo de proteina, o, pél
temperatura e a composicdo do meipesar distoe tendo em conta o mecanismoe
apresentalois passq:ucleacdo erescimento da fibrila, a temperaturaoinfluenciada
mesmdormacada passf83].

A estruturgpriméria do péptigo é também um fator a ter em conta na formacgéo de
fibrilas amildides, tendo sido verificado quericio da agregacao éesencadeadpelo
péptidecapresentar uma seque@apropiciaao fendmeng34], como oexemplo @ efeito de
amincécidos hidrofébicos na formacao de fibrilagieé reconheido comotendo umpapel
essencial no processo. Pelo facto da exposicao destesenmsaagua ser entropicamente
desfavoével, hAuma forca de associacéo proteica queqge estas regides hidrofobicas de
ambientes polareé\ssim estagegides podem ser encontradas em estruturas globulares ou
na superficie proteica para interac@especificas[35]. Apesar de algumas proteinas
globularesseremconhecidasomo proteinas com capacidadie producéo de fibrilapor

apresentarem um nucleo hidrofébico, isto ndo acontece para todas as prssinmasendo,



o facto dos aminccidos hidrofobicos serem expostos para ultrapassar interacdes
desfavoéveis ndo é por si sofator desencadeador gwocesso de agregacgao, pois existem
proteinas com capacidadke originar fibrilas amildidesjue ndo apresentam estrutura
globular, nemumasequénciazomposta de uma percentagem consiggide aninoacidos

com naturezhidrofobica.

Para alén da relevancialos aminécidos hidrofébicosps aminaacidos arorticos
apresentam também um papel relevaatéormacaale fibrilas. Osaminacidos aronticos
apresentam uma frequéncia muito pequena na ocorréncieoteings, sendo de 3,2% para
a trosina, 3,9% para a fenilalanina e 1,3% para o triptofano; esta pequena frequéncia pode
ser resultado de uma pressseletivaque beneficiasequéncia proteicas que ndo sao
propensas a agregac§i®6]. Apesar disso, é véicado que pequenos fragntos das
sequéncia proteicas que apresentam as mesmas capacidades para formacao dguibrilas
a sequéncia totahpresentam uma mentagem de ocorréncia de anécidos aroraticos
muito superior em comparacao corsemuéncidotal prdeica.Os anéisaronmgéticos destes
aminacidos permitem interacd@sio covalentegor stacking” guepodem provocaruma
contribuicdo energétioafavoreceno processo de agregac&mistemtambémpadrdes nas
estruturas amildidesomo o padréo de residuos hidrofébicos e hidrofilicos. Isto ocorre
devido a possibilidade da folhé poder formar ao mesmo tempo ligac@es pontesde
hidrogénio e interacdes hidrofdbicas.

A solubilidade é também encontrada como um fator a ter em conta na formacao de
fibrilas amil6ides, encontralo-se no entato relacionadacom outrosfatores como a
sequécia proteica, 0 pKaa temperatura e #orca ionica do meio[37]. A maioria das
proteinas encontrse no estado menos sollvel perto dos valkbegsl e é verificado que a
formacdo de fikitas € superior em valores de phh que a solubilidade é minineambora a
correlacdo entre estabilidade coofmacional e a dependéncia do pH extensdo das
fibrilas formadasainda ndo estefatalmentedefinida.

Barbienieet al. (2001) verificou que oligopeptidea® pequenas dimers) 46
residuos, podem formar agregadiostipo amiléidecom as mesmas caracteristicas de uma
proteina com os seus residuos tofa8. Isto sugere que a formagédo de agregados € uma
propriedade genérica de proteinas e que estes agregados sdo o0 resultadimianaéorit
propriedades fisicquimicas intmsecas do polipéptido principal e ndo das cadeias laterais

dos amindcidos.Apesar disso € possivel verificar também que a conformagéo da proteina



no estado parcialmente enrolado pode ser constituida totalmenta ouo r i t ar - ame nt e
hélices e haver o processo de formacgéo de agregados proteicos sob condi¢cdes desnaturantes
[39]. E proposto entdo que a conformacdo dos intedmeslindo ¢ uma caracteristica
essencial para a formacdo de agregadodomes, sendo que a presenca de condicdes
desnaturantes leva a uma estabilizagdo da conformacgéo natik@elaa ao interferir com

a topologia das interacd@sio covalentesla conformacao nativa da proteimevando a

formacéo de agregados amil6idé8].

1.1.2 Agregados amorfos

Os agregados amorfos provenientes de proteinas sdo encqontehdmEmno oS
agregados fibrilaregm algumas patologiais commsagregadoslap r o t ecfistalma U
que origina as cataratd41]. No entantp o estudo da formacdo de fibrilas amiloides
encontrase muito mais desenvolvido do que o da formacao de agregados grijrfiastes
agregados apresentam organizacao desordenada mamotogia pouco definida (Figura
4) e enquanto onodelo de formacao cinética maioritariamente aceite para a formacéo de
fibrilas € o dependente da nucleac&o caso da formacdo dos agregados amorfos a sua
cinética encontrge pouco estudada ndo se sdbearindase a sudormacao € dependente
da etapa de nucleacdd?]. Apesar di st o, 0sS resul>t ados
microglobulina colocam a hipétese eeistir uma alta barreira de energia livra fase de
nucleacdo associada formacdo dasestruturas fibrilares amiléides, enquanto que a
agregacdo amorfa ogersem associacdo a nenhuma barreira de energia livre, sendo feita a
analogia entre a cristalizacdo no fendmeno de formacéo de fibrilas e a transicao vitrea de
substanciaso caso da formacéo de agregados amorfos.

Figura 4 - Imagemdemicroscopia de transmissaoalgregados desordenados de morfologia amorfa
[29].



1.2Beta amiléide

As patologias délzheimer,Parkinson e diabetes tipod#io algumas das patologias
queestacasociadasdeposicao de fibrilas amildidesendo que cada @wdestas patologias
tem associada uma proteiagpecificaenvolvida na formacéo ddibrilas amildides. Na
doenca de Alzheimer, o maior componente dos dep@sidsides,0 p e p tahikdbideo b
(A B, tem tipicamente de 39 a 4@siduos e formpareferencialmentestruturasordenadas
em forma de agregados gftgram primeiranmente purificados sequenciadogm placas
amiloides apresentandestutura secun@ia com conformacéo em foliia tendo o mesmo
sidoverificadopor difracdo por RakX e por ensaios de fluorescéncia c@ango red43]
[44]. Apesar dos depdsit@mildides serem a estrutura final, sdo alggdomeros soluveis
intermedérios do processo de fibrilagdo, fmma de dimerg trimers ou dodecameros,
que sdo apontados como 0s respgmess principais pela toxicidade pelosurgimento da
patologia [45], [46]. Este intermedrio solUvel apresenta estrutura secuizsd
mai or i t ar i-héliceeno entant® estaddconformacées dependem sempre do meio
em que estdo inseriddd7], [48]. SAo encontradas também no processo protciril
precursores fibrilaresque apresentam maioritariamem@strutura secundaria efalha-b
(estruturas comuns em processos de fibéid amildide) que se apresentam com essutur
fibrilar, mais flexivel e de comprimento mais cudim que uma fibla matura.

Jaforam identificados amindécidos essenciaigesponsaveipara oprocessade
fibrilacdo do peptidedoetaamildide sendo estess residuos @0, que correspondem
sequénci@iK LVFF0[49]. Estenlicleo central hidrofébic' 'LVFF2% é entdoessencial para
a formacéo da fibrileO fragmentodo peptided bque corresponde aos aménmos16-22
contén este nucleo, sendoonsiderado a seguéa mais pequena que forma fibrilas
amiléides simlaresa proteinacompleta a ptheutro[50]. O processo dagregacao foi
estudad com estasequénciade aminoacidogpor RMN em estad®dlido tendo sido
verificadoque & a formacédo de estruturas fibrilareglenadagm incubacéo a pH,8 com
folhasb antiparalelas.

Verificou-se quepequenodragmentos das protein#&m acapacidade de formar
fibrilas in vitro, com as mesmas eateristicas das fibrilaesultantes daequécia total
[51]. Por esta razdo, sequéas que integrams amin@cidos16-20, tal comd°KLVFFA??

(Figura 5, séo utilizadas como modelo pastudar as interagfes panas que levana



formacgdo de agregadasendo encontrados estudos com os fragméefikdsVFF2° [52],
1K LVFFA?1 [53] e 15KLVFFAE?? [54]. Apesar dadiferenca no tamanho daequéncig
estes fragmentaxibem o0 mesmo comportamento que a proteina comptateeadamente
na cinética de agregacdo e formacédo de oligobmeros e fibrilas classificadasteamo

zippers

—um—
"[./

Figura 5 - Representacdo do fragmermto peptideo beta amil6id®KLVFFA? obtida por recurso
aestrutura em PPYNBol, dord EstBuias giaop identificadas com cor verde e
fohab com cor ver mel ha.

1.3 Ovalbumina

A clara do ovo é composta por proteinas e glicoproteinas que totalizam 11% da sua
composicad55]. Na sua constituicdproteica as proteinas maioéias sdo a ovalbumina
(54%), ovotransferina (12%), ovomucoide (11%), ovomucina (3,5%) e lisozima (3,4%)
(Tabela 1)56]. A clara de ovo é portanto uma fonte de protefrezaa a dieta humana, com
propriedades gelificantes e emulsificantes adicionais, sendo utilizada largamente na
industria alimentaf57]. Na sua constituicdo proteica sdo encontradas proteinas com
propriedades bioldgicas importantes, como a lisozama aplicacdo nérea da saude e na
preservacao de alimentos, e a ovalbumina, que depois da sua clivagem forma peptideos com
atividade antimicrobiangb5], [58]. Muitas proteinas da clara do ovo sao também utilizadas

como modelos proteicos, tais como a ovalbumivatransferina e a lisozima.
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Tabela 1l - Composicéo e caracteristicas fisguimicas daproteinas maiorérias da clara do ovo
[59], [60].

Proteina % massa seca pl Temperatura desnaturacao(°C)
Ovalbumina 54,0 4.1 84,0
Ovotransferina 12,0-14,0 6,1-6,6 57,0
Ovomucoide 11,0 3,943 ND
Ovomucina 3,5 4550 ND
Lisozima 3,435 10,7 82,0
Ovoflavoproteha 0,8 404,1 69,0-72,0
Ovomacrogubina 0,5 4,547 69,0-72,0
Ovoinibidor 1,5 5,1-5,2 69,0-72,0
Ovogicoproteia 1,0 3,9 69,0-72,0
Avidina 0,5 9,510,0 ND

ND-nao determinado

A ovalbumina, aproteinamaioritria da clara do ovo¢ uma fosfoglicoproteina
soluvel emégua e apresenta uma conformagBbular, com a sua forma nativa constituida
por 386amincécidos com peso molecular de 45 kDBmuma tempeatura de desnaturacao
de84 °Ca pH neutrd61], [62]. Estaprateina € da familia dasfinag(serina inibidora de
protéasg que tem mais de 300 proteinas homdlogas com diversas funcfes encontradas em
animais, plantasnsetose virus[63], embora nd apresentetividade inibidora de protéases
[62]. Para além da sua importancia na aquisicdo de aomios na dieta humana, esta
proteina é regularmente usada como modelo proteico em estudos estruturais.

A ovalbumna contém seis residuos de cisteina, sendo este um residuo muito
importante para a morfologia dos agregados formados a temperaturas elevadasa devido
formacdo de pontes de dissulfureto, sendo que dois destes residuos estdo emuphados
ponte dedissulfureto intramoleculaessencial para a conformacédo protdi62], [64].
Normalmente, sdo formadas longas fibrilas quando as pontes de dissulfureto reduzidas sao
aquecidas, embora no caso da ovalbumina se formem fibrilaglegiveis[65].

A ovalbumina apresenta uma estrutura &eicisemelhantadas proteinas darhilia
das ®rpinas tendo cerca de 35#U-hélice e 45%lefolha-b  ( F i) [55], mmesehtado

cinco cadeias em folha b que acompanham tod

11



centro reativo apr e s-keélice ® mecamsmocde debnaturaga@o-e« o d

enrolamentog foi caracterizado em detalf@g].

.,5

'.\_‘ g~

Figura 6 - Representacéo da estrutura terciariavddbumina obtida por recurs@strutura em PDB
i1 OV A 0PyWd, tom estruturas etoopi dent i f i ¢ ad a shéliceseecomcooazuler er d e,
fohab com cor ver mel ha.

No caso da agregacado para esta proteina, exéstigi@nciagia formacéo de fibrilas
do tipo amiléide com desituracéo por calor a pH neu{fY]. Estaproposta de agregacao
amiléide é baseada em wétados obtidopor estudos de fluorescéncia carmioflavina T
(ThT), emboradependendo de parametros copit) temperatura e forca ionicg§o também
obtidos \Arios tipos de agregados, inclusiwetros tipos de agregados fibrilares, mas néo
amildides A pH 2 depois da desnaturacdo a 98%0 formadosaérios tipos de fibrilasuym
tipo com estruturara folhab , consi de rea degunda tipecdm propgreedades
mais flexiveiscomestrutura securdda definida[68]. Assim, 0 primeiro tip@ mais rigio
e semiflexivel apresentand@aracteristicas tipicas dirila amiléide, enquanto que o
segundo tip@ caracterizado pdibrilas finas e flexiveis que crescem até comprimentos da
ordem de micrometro®ara aléndisso foram também identificasloarios fragmentos da
sequécia de ovalbuminague apresentam tantbéformacao de fibrilas do tipamil6ide
similar & sequénciatotal, como os fragmentoSeLAMVYL 43, 1" MVLVNAIVFK 18! e
384 LFCIK3%%, podendo ser usadosmo modelopara o estudo do mecanismo de agregacéo

desta proteinfg5].
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1.4 Liquidos i6nicos

Os liquidos ionicos sédo saiem temperatura de fusdo infera00°C,muitas das
vezes liquidosa temperatura ambien{€9]. Estessé considerados solventes adequados
para diversas aplicacdes devid® suas caracteristicaspmo pelo facto de sereméo
inflamaveis, apresentaremvolatilidade negligenével, elevada estabilidade térmica e
eletroquimica entre outrog69], [70]. Sendo sais, os liquidos iGnicos apresentam uma
elevada diversidade estrutural pderentes combinacoee anido e cati§dl], tendo vindo
a ser desighn d o s dgsigner sdivenéqd72]. As propriedades destes solventes conduziram
ao seu estudo endévas aplicacbes, como em biossensores, estabilizadores de proteinas e na
preservacao de amostras biologices.

E possivel verificar na literatura que proteinas na presenca de liquidos iénicos sofrem
modificagdes, nomeadamente na sua estabilidade, conformacdo odidsalapisendo
variaveis com o tipo de liquido ionicf¥4]. Na presenca de liquidos i6nicos tém sido
reportadosfen6menoscomo 0 aumento doenrolamentoe inibicdo da agregacddbs],
aumento de formacdo de moléculas interdreas [76], aumento da agregacda?], e
formacao daliferentes tipos de agregados, cdibalas amildides [78].

No caso espefito de agregacao de proteinas na presendéqui€os ja foram
reportados &ios exemploscomoo aumento ddibrilagdo amiléide com a lisozimaem
liquidos iénicos proticofr8], assim coma inibicdoda suagdormacdo[79]. Também ja se
verificouo efeito de liquidos idnicos derivadosaiddoimidazoélio no aumentda formagéo
de fibrilasamiléidescom ap r o t estuclaha [80], e aindaa formac&o de fibrilas em
liquidos i6nicos préticos paramfmento 1& 2 d a p r[&lk B&casa dafifoteina
ovalbuminanéaofoi ainda reportado formacao de agregados para esta proteina em liquidos
iGnicos, apesar de existir para as proteinas totais da clara do owedigoitdoionicotosilato
decolinio ([Chqg[Tos]) [82].

Apesar de existirenatualmentevarias investigacfesa &rea, ainda permanece a
dificuldade de selecionar, sem necessidade de ensaios laboratoriais, um liquido iénico
adequado para estabilizzagregaruma proteina especifid®3]. O compotamento das
proteinas na presenca de liquidos iontergle a seguir a 8é de Hofmeister em quese
classificam os ides como cosmotropicos ou caotropdAjs Assim, os iBes cosmotropicos,

gue apresentam normalmente carga elevada e tamanho reduzido, tendem a aumentar as
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ligacdes por pontes de hidrogérdmmentando assim a estabilidade da proteina; enquanto
0s caotropicos, normalmente ides de carga reduzida e de grande tamanho, conduzem a uma
destabilizacdo da estrutura da proteina. Apesar disto, nem todos os sistemas com liquidos
iGnicos e proteinas segm esta série, pois existem alguns estudos contradif88ps

A especificidde na interagcdo dos iBes com determinados tipoanuaccidos
constituintes dasequéncia proteica também & foi alvo de estudoe foi verificado que
tanto o @ido como o catido estabelecpraferencialmentmteracdes fracas com os residuos
proteicos[86], sendo qu® comportamentalas proteinas na presenca de liquidos idnicos
depende também das propriedades intrinsecas da soluc&o, pBif&Yh E assinrelevante
perceber quaias caracteristicas dtiguidos idnicos que inibem ou aumentam a producao
de agregados proteicos, tendocpmo pomo de referéncia o estudo @©Gho][Tos] nas
proteinas totais da clara do o{y82]. E tambémpertinente percebereso memo
comportamento se mamépara uma das proteinas da sua constituicdo, como a ovalbumina;
por outro ladpa troca de anido pode tambémum impacto significativoa interacdo dos
liquidos i6nicoscom proteing, tornandese pertinentgerceber a interagdde um aniao,
derivado de uma estrutura de an@itido, como por exemplo a arginina, com 0s am@gitns
constituintes das sequéncias em est#dé ao momento ndo existenhuma publicacao
coma utilizacdo e estudo da indgdo deliquidos i6nicos derivados de aménidos com
proteinas.

1.5 Simulagbes de dinamica molecular

Apesar de existirem diversas técnicas laboratoriais que permitem obter informacdes
sobre agregados proteicos, desdguantificacdo e determinacdo do Samanho por
técnicas de microscopia, como a cageehcdo por métodos comoIRT DC, espetroscopia
de Raman e RMI], persistermaindadificuldades na obtencéo de resultados concordantes
devido ao polimorfismo aprestado pelos agregado® também pelas espécies
intermedidias que aparecem numa dasicial do processo, no qual dficil obter
informac&o por estes métodospéssivelassimutilizar métodos computacionaisomo as
simulac6es de dindmica moleculguepermitemfornecer informagdes das estruturas numa

escala de tempo nao possivel laboratorialmemtie arios outros exemplos
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1.5.1 Proteinas

A dinamica conformacional das proteinasiede certa formagodificada nas suas
estruturas, embotambémseja vardvel com o meio, e € normalmente um elemento critico
para a sua funcdé compreensdo de como as proteinas funcionam implica uma conexao
entre a estrutura tridimensional da proteatdida por técnicas como cristalografia de Raio
X e RMN, e peladinamica, que é dificil de observar experimentalmBig¢ A primeira
simulag&o de dindmica molecular foi realizada em 1977 e consastintencéo da trajetéria
de uma pequena proteina com 58 residuos, BPTI, inibidor da tripsinagtiandrevina, em
véacuo durante 2, ps por McCammon, Gelie Karplus[89]. Neste trabalhdoi verificado
gue o comportamento da proteina podia ser comparado ao de umrfiuidedida em que
diferentes regides apresentavam diferentes graus de flexibilidade e o movimento € ndo
harmoénicoEm 1981foi realizada novaimulacdo com a mesma proteina, mas durante 100
ps, permitindo confirmar os dados anteriormente obtigo#icandose, adicionalmente,
gue as proteinas apresentam grandes variacées de movimento ao longo do tempo, sendo estas
maiores que o tempo total dienulagcéo, o que sugeriu a existéncia de limitagées na duracao
do tempo de simulacd®0]. Em 1988, passados onze anos da primeira simulacao, foi
realizada uma nova simulacdo da mesma proteirageandurante 210 §91]. Entretanto,

o poder computacional aumentou consideravelmemaemitindo executar simulacdes de
proteinas com tamanho superior e durante mais tempo. Melhorias significativas nas fungfes
de potencial tornaram também as simula¢des muito dadas e precisg92].

Podem ser obtidas informacdes sobre a dinanésiadde proteinas pelapsgacao
das mesmas em dominios e pela existéncia de diferentes estruturas por estados
conformacionais, mas nao &il obter estas informacdes por inspecao vi$d8). Neste
contextq simuacgdeslemecanica dinamicamolecularlMM e MD, respetivamentgodem
disponibilizaro detalhe final relativo ao movimento atémico individual em fun¢éo do tempo,
fornecendo respostas especificas sobre propriedades do sistema mais facilmente que dados
experimentais. Para proteinas pequenasi@minios proteicos ndo é expaal observar
grandes transi¢cdes conformacionasndo ge uma simulagdo com uma duracao na ordem
dos nanosegundasum ambiente solvatadma presenca de solvente ao contrario das
simulacdes realizadas no vacuodntabilizanddodos ostomos e sem restricdes a nivel de

interacdes eletrodticas, pode resultar em desvios de apenasemicomparacdo com a
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estrutura central da proteif@8]. Assim, as simulac¢des séteis quando sdo realizadas em
conjunto com ensaios laboratoriais para que o método possa ser validado e também
melhoradg mastambém para confirmacdo e obtencdo de dados ndo posigveister
laboratorialment§94].

O primeiro estudo de agregex; de proteinas usando simulagbes de dinamica
molecular om um modelo de solvente expligitnodelo que apresenta réolilas de 4gua
em que todos os atomos estéo representtagsjblicado em 20085], com o fragnento
da proteina b16-22, tendo sido usada umestricdo harmonica para acelerar o processo de
agregacaoPosteriormente, forameportados &ios outros estudos com outras proteinas

mas sem a restricdo associ§aB, [97].

1.5.2 Liquidos i6nicos

Na &rea das simulacGes de Midram g realizados @ios estudos com liquidos
i6nicos devidoas inUmeras aplicacdes destes solvef8} tendo a maioria destes sido
realizada com o catido imidazolj®9], [100]. Estas simula¢cdes permitem fornecer uma
visdo da estrutura e dinamica dos liquidos ionicos, poislesighadequado de liquidos
iGnicos requer a compreensao da sua natureza e das suas in{@&c@essimulacdes de
dindmica molecular podem ser assim uma poderosa ferramenta para inferir estruturas,
dindmicas e propriedades termodindmicas destes solventes. A primeira simulagdo de
dindmica molecwdr de liquidos idnicos realizese em 2001no centro de simulagéo atémica
da universidade de Belfast, comuso da forma cristalina de{€mim]Cl, cloretode 1,2,3
trimetilimidazolio,  [C:Cimim][PF6], hexafluorofosfato de 2,3-trimetilimidazdlio,
[Comim]Cl, cloreto de Jetil-3-metilimidazdlio e [Gmim][PF6], hexaflurofosfato de-étil-
3-metilimidazélia e com o estado liquido de {Cmim]Cl e [C:Cimim][PF6][101]. As
propriedades calculadas foram volumes molares, energias médias e desvios quadrados
meédiosdas posi¢coeem funcdo do tempo. Contudo, peske verificar que apesar das
elevadas temperaturas usadas, o tempo de simyHg@s) pode nao ter sido suficiente
para obter dadode difusdo adequados a partir dos desvios gtieals de posicdoNo ano
seguintefoi desenvolvidaum estudo da interac&o do liquidmico [C:imim]Cl, cloreto de
1,3-dimetilimidazdio, com &gua, metanol e proparj@02]. Com este estudo foi possivel
verificar que os grupos hidroxilo do solutderagem principalmente com o anido do liquido
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i6nico, e que cada molécula dgua associge a dois ides cloreto via ligacgmr pontes
hidrogénio, enquanto que o éter e o alcano ndo se associam tédo fortemente ao anido e os
catides mantém uma conformagérdenada difusa em redor de todos os solutos. O mesmo
grupo de investigadores avaliou também os potenciais quimicos dos sbhefesios na
presenca dos liquidos ionicos, usando integracdo termodinfilfigh Este estudo foi o
primeiro exemplo de umétulo de energia livre com um sistema contendo um liquido
i6nico e confirmou a importancia das ligacdes de hidrogénio e interacdes @letwsta
solvatacado de liquidos iGnicdsos anos seguintes foram realizados estudos sucessivos com
diferentes liquidos i6nicd4 04].

Com o aumento do interesse tantcea dodiquidosiénico§ como na continuagao
de estudos de dinamica de proteinas, € possivel utilizar bases de dados de citacGes de jornais
e revistas cienficas, sendo um destesSeopug105], para pesquisa do m&ro de artigos
disponiveis sobre o temAssim, como ilustra a Figura &visivel que nos Uinos 10 anos
ha um aumento no nimero de publicacdes em toda@seaspesquisadasi Pr ot mdi ns a
molecular¢y n a mifid ;M,i ¢ | i qui N aam & smMo lee @dnklligowidsed ns a
and nolecular d/ n a mi sermsl®d quea pesquisa de artigos @ganulacdes de dinamica
molecular com proteinasaéque verifica o maior miero de publicagcbesm que o ninero
de publicacdediminui mais deb vezespor comparacdo com dindmica moleculéigeidos
i6nicos Isto revela queas simulacbes de dindmica molecular com proteinas, apesar do
namero elevado comparativamente com as outras duas pesquisas, ainda se enfasgra em
de desenvolvimento. Neaso do conjuntde dindmica molecularom liquidos i6nicose
apesar de se verificar um aumento nos ultimos dez anos déeatceimteresse crescente
neste tipo deolventeso nimero de pulicacdes ainda se enconinéerior ao antgor, sendo
ainda mais notorico nimero de publicacbes reduzidas com simulacdes de dinamica
molecuhbr, proteinas kls, permitindoverificar a atualidade das investigacdae gonjugam

estes trés elementos.
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1.5.3 Métodos de simulacao de dinamica molecular

Existem duas familias principais de métodessimulacdo de dinadmica molecular
que diferemno modelofisico para a representacdo do sist¢h@¥]. O termomecanica
molecular(MM) é utilizado para descrever a aplicacdo da mecarasaich, com recursas
equaes de movimento de Newton, para a determinagcéo da eneigénaca desistemas
moleculares em que os graus de liberdade eletrénicos sao rem@@dp&m oposicao
modelo de mecanica quantic@N]) considera explicitamente graus de liberdade eletronicos
e descreve explicitamente a natureza da ligacamicaisendo a energia e dinamica do
sistemaegidcs pelaequacaae Schodinger[108].

Em mecéanica motailar, os efeitogquantios sao ignoradospesar de permitirem
uma descricdo mais detalhada e precisa do sistema a ser sifi0i@Jddsto € explicado
devido ao numer de graus de liberdade introduzigela incluséo de eletrdes, gon&o é
computacionalmente compével na simulacdo de sistemas de tamanho corssielelSao
realizadas, por issoaproximacdes em que os graus de liberdadesideradossao

restringidosas posigdes do centro de massa dixsmos ou restritos pela utilizagdoghreipos
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de &omos em vez dedos osatomosindividualmente( mo d editedatdm® ,)embora
este processo adicione algumas limitaciésstas restricdessada particula&omo ou
conjunto dedtomos) é considerado como um centro de massa, sendabestiagem
justificada pela aproximac@&onrn-Oppenheimeem que apenas os deslocamentos nucleares
podem ser consideradd® método de MM ¢ eficiente para simudamaioria dos siemas,
mas na existéncia dé&omos leves owsistemasa temperaturas elevadadevem ser
considerado®s efeitos quéicos [110]. Por Bso, com a utilizacdo de MM, é neGegs
utilizar os potenciaigtermoleculars com as correcdes nec@sss oy em alternativatratar
ligacBes interatobmicas como mesbes nas equagdes de potencial e/ou movimento. Assim,
0 modelo escolhido parasimulacdo deve estar em conformidaden a propriedade ou
guantidade de interesse

As simulacdes computaciais sdo uma forma de obter dados de uma experiéncia
impossivel, com risco no processo, de alto custo ou de propriedades nadveisem
contextolaboratorial[110], [111] Também pela complexidade dos sistemas biologa®s
simulacdes computacionais sdo importantes para estudar propriedades termodinamicas e
processos cinéticos, o que permite entengmtas dinamicos de biomolécul[a88], [112]
Para além diss@ possivel também refinar estruturas determinadas por técnicas como RMN
e RaieX. As aproximacdes de MMao aplicadas em diversas simulagbes como dindmica
molecular (MD) e Monte Carl@C) [108]. As simula¢cdes MC requerem menor tempo de
computacdo para cada interacdo do sistema em comparacdo com as uaEsMBo
requeremo célculo dasforcasexercidasnasparticulasque compdemo sistema mas néo
apresentam o mesmo rendimento para propriedades dependentes do tempo, como coeficiente
de difusadq113].

1.5.4 Etapas da simulagao MD

O processo de simulacdo, com a utilizacaad@mica molecular, comecpela
preparacdo dam modelo computacional do sistema moleguiarmalmente comecurso
a dados de RMN ou cristalografial4], em que € explith a topologia das molélas
(&omos a conectividades)eposicao inicial de cada particula que compde o sigterbh
[116]. Seguidamenteé escolhilo o campo de forcas com a paririzacdo adequada ao

sistema, de forma a reproduzir o movimento real das moléculas e energias asgdrigdas
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Este conjunto de parames é definido como campo de forcas, pois representa as
contribui¢cdes dasarias forgas atomicas que dominam a dindmica molecudaind/campos

de forcas sdo comummente usados neste tipo de simula¢des computactioreSMBER,
CHARMM e GROMOS, que difem no tipo de parametrizacfid 7].

Sao normalmente aplicadas algumestricdes ao sistema na parametrizadado
que 0s movimentos encontrados no sistema nao apresentam todos a mesma escala temporal
(por exemplo os movimentos vibracionais sdo muito mapglos que os translacionais)

[118]. Se ndo existissem essas restricdes, 0 passo de integragiicet@niaiminuidotendo
como consequéncia o aumento do tempodirilo computacional. No entanto é possivel
subtrair estes movimentos maépidos do éculo das intera¢des, diminuindo os graus de
liberdade dos movimentos com maior frequéncia, o que levauaerdo do passo de
integracéo das equacdes de movimento e reduz o custo computdcd®hadExistem ainda
outras vamdveis na simulacdesle dindmica molecular que precisam de ser controladas por
algoritmosadequados conforme 0s objetivos, como a temperatura e pressao.

Paraaotimizacédo da geometria do sistefdaterminacédo da configuracdo molecular
gue minimiza a energia total do sistersad executados passos de minimizacéo de energia,
em que sao procuradasstados com menor energia associada, ou seja, conjuntos de
coordenadas com minimos de energia potencial locais, podendo este processo ser realizado
por diferentes algoritmd420]. O algoritmatem a funcéo de relaxar distor¢des ngagoes,
angulos e interacbes dan der Waals e de Coulomb através de ajustes rnassicoes
atomicas. Alguns dos algoritmos mais utilizados s&teepest descefil21], e o método
dos gradientes conjugadd=2].

A simulacao & MD propriamente dita comeca pela equilibracdo do sistema, pois as
coordenadas iniais sdo muito diferentes das encontradas no equilibrio termodinamico
[123]. Nesta fase, as propriedadesnodinamicasdo sdo mantidas constantes, ao éotr
do passo de minimizagéo, e a sua duracao depende do tamanho e complexidade do sistema
em causdl24]. As forcas que aam nosatomos do sistema séo calculadas e as posicoes
dosé&omos modificarrse segundo as leis de Newtéissim, o conjunto de propriedades do
sistema que sdo mantidas constantes durante a integracdo das equacdes de Newton sdo
denominadas densemble Exisem diversas alternativas paraensemblesendo que é
possivel usar a formidVT em que é usado o numero de particulas, velenremperatura

constantes, NpT em que € usado o nimero de particulas, pressdo e temperaturas constantes
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[125]. A fase de equilibragdencontrase concluida quando o sistema alcanca o equilibrio
termodinamico. A fase seguinte consiste na producdo da simulacdo de forma a obter as
trajetérias e propriedades do sistema. A trajetéria de cada particodagioto de psicOes

e velocidadesao longo do tempo e pode ser obtida pela utilizacdo das equacdes de
movimento.

As equacdes de movimento de Newton providenciam uma relagéo entre a forca e a
alteracao das posicoes dibsmos[126]. A integracao destas equacdes é feita por um método
numerico e este t@muuma grande influéncia na estabilidade do sistema eficiéncia das
simulacdeg120], [126] A solugdo daequacdode movinento de Newtonefjuacéol)
permite que a simulacdo de dindmica molecular seja efetuada,Fsenflvca que atuaa

particula,mia massa datomo ea; a aceleracdo deste.

3 6+ 1)

As forcas que atuam na particuppdem ser determinadas pela primeira derivada da
equacaale energia potencial do sistema obtida pelo camepmrcas escolhid@mordem

aposicaodaparticula(ri) (equacad?):

W (2)

Estaequacagermite calcular diretamente a aceleracdo da particula. Como ponto de
partidg esta pode ser usada para obter as velocidades, integrando as equa¢des de movimento,
em gue por sua vez a integral da velocidatigroporcionar a mudanca de posicadidono.

Com as novas posicoes e velocidades de cada particula sdo obtidas as energias de potencial
e cinética do sistemaespetivamenteA integracdo destas equacdes de movimento é
realizada através da utilizacdo de algoritmos baseados em métodos de difertagasrfi

que a integracédo é realizada em pequenos pdsgempo (passos de integracgj127].

Um dos algoritmos mais utilizados para este processo € o de, \detido pela utilizagdo

da expansdo em série de Taytpre com a posi¢ado e aceleracdo@osos no tempot e as
posi¢cdes no tempo t anterior, permite determasanovap o si - »es no t empo

equacaas:
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1.5.5 Campo de forgas

Ao longo dos anos tém vindo a ser desenvolvid®s campos de forcas para
biomoléculag128]. De forma mais ou menos geral, as for¢cas que atuasistemna podem
ser divididas em forcas em que existe ligacdo covalenteaotnes (interacdelsonded e
em que nao existe ligacdo covalente (interagibonded. As interacdesbondedséo,
genericamente, modeladas usando fun¢cdes harmaonicas e/ou sisyé@@la No caso do
campo de forgcas GROO®IS, AMBER e OPLSas interagbesiorbondedtratamse de
interacbes devan der Waals,que sdao modeladas com o potendiahnardJones e
interacOes eletradticas modeladas com recuradei de Couloumb Nos camposde forca
maisusadoscomosejamo AMBER e OPLS, 0 potencial associado a ligacdes covalentes

entredtomos diretamente ligados é calculada pglsacadt.
w €€ BO a & (4)
Neste casd, representa a distancia entredmmosi ej (Figura §, senddeq 0 Seu

valor de equilibrio e Ka constante de forca. A distensdo das ligacfes € descrita como um

potencial harmonico de acordo com a leHimke

Figura 8 - Distensé&o das ligagBes quimicas, representado pdaptado d¢130].

vanguesjescreve a energia potencial dos angulos formados e tal como para as ligagcdes
tem em conta a soma de t omhceoistantsde@rcglé bqgds d,

oangulo de equilibriosjuacad).

oY By — — )2 (5)
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Tal como no éculo das distensdes das ligagbes, a flexdo dos angulos entre trés
domos ligadosi, j e k (Figura 9, é descrita como um potencial de acordo com a lei de

Hooke

Figura 9 - Flexao de angulos entre t@smos ligados. Adaptado {E30].

Vv'eredogdescreve a energia potencial total das interacdes de diedros e é calculada pela

soma deéingulos diedros §jcom recurs@ equacads:

® ¢P B-w p AT % (6)
Em que \ é o valor néaximo de desfasamento que pode ser alcangado, séado n

potencial peidico de periodicidade (Figura)J0 e 4 o desf asament o.

Figura 10 - Representacédo da torcdo periddica de uma ligacdo. Adaptftit0jie

No caso das integdesvan der Waalsestas sdo calculadaspartirdo potencial
LennardJones que € caracterizado pelos parame#gse Bij, querelativamente a ds
adtomos, contém um termo diife que variacomrij® e um termo repulsivo que varia com

rij 2, sendo queij € a distancia entre éggomosi ej (Figura 13, pelaequacaor:

W B— — (7
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Figura 11 - Representacéo da interacaovda der WaalsAdaptado d¢130]

No caso das interacdes eletétishs estas aplicarse entre pares digomosque
interagemusando a interagdo de Coulomly,(gquacad), com os pardmetroseyq, cargas
parciais, &, distincia entrgarticulas (Figura 92

® B— — (8)

Em quely é a permissividade dielétrica dacuo, enquanto qua é a permissividde

relativa do meio em que @omos estéo inseridos, sendo normalmente 1.

' h r #
Io °j
Figura 12 - Representacao da interacdo de Coulomb. Adaptafi3ag

1.5.6 Algoritmos
15.6.1 Temperatura e pressdo constante

No inicio de uma simulagéo a temperatura é definida pela velocidade atribuida aos
aomos No entantodurante a simulacdo a temperatura varia degidonversao entre
energia potencial e cinéti¢a09]. E necesfio obtertambémas coordenadas e velocidades
iniciais de todos o&tomos do sistema, sendo que as velocidades sao noentel geradas
aleatoriamentpelosoftwareda simulagéopartindo da distribuicdo de Maxwdloltzmam

[131]. Assim, para o corlo da temperatura pode ser utilizado um terméstato como o de
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Berendsemue mantém éemperatura, acoplando o sistema a um banho térmico com uma
temperatura fixa, em que durante a simulagéo as velocidades sdo atualizadas repetidamente
a cada passo de igmacdo, para que a energia cinética do sistema se aproxime da

temperatura desejaflE32].

O dculo da energia cinética total do sistema é dadogoelaca®:

O 0 B-4v o0 -0 QY0 9)

em que Nt € onumerode graus de liberdade no sistemane la constante de
Boltzmann.

A temperatura instantanea T do sistema que é obtida em cada passo de integracao das
equacOes de Newton é entdo forcada a variarter@peratura d. Esta tendéncia € seguida

pelaequacadlO:

- — (10)
em que o §¢é a temperatura do banho, T a temperatura do sistémiaa constante
de tempo que faz com que o desvio da temperatura instantanea e do banho decaia

exponencialmenteantempo[133]. O fator de escal onamento da

cada ot ( passo d-secomatcangianta degplapento mekgaacédo @ln a

- P —=p (11)

No caso da pressao esta também é controlada por baréstatos como B¢t&2disen
ou ParrinelleRahmar{134]. No caso do método @erendsem pressao é mantida constante
pela alteracdo do volume do sistema, sendo as posi¢coésuhas corrigidos por um fator,

dado pelaequacaadl 2:

<

(12)

C
Ca

Assim, o valor da presséao P do sisterageinder para um valorPtal como o que
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acontece com o uso do mesmo algoritmo na temperaturaqoigial 3:

- — (13)

1.5.6.2 Minimizacao de energia/Otimizacdo de estruturas

A minimizacdo de energia total de um sistema permite otimizaraastrutura
procurando uma conformac¢édo num estado de energia minimo, podendo este ser um minimo
local ou global (Figura 1)3 e em que as for¢cas que nele atuam sao tendencialmente nulas
[110].

minimo local
minimo global

Energia

Conformacdo

Figura 13- Representacéo da enerdicada conformacgéo possipara umanolécula. Adaptado
de[110].

O algoritmode steepest desceutiliza a primeira derivadda energia potencighra
limitar a drecéo para o minimo de energia, sendo um meétguda e robusto mas apenas
adequado para as primeiras minimizacfiE26]. Este método diminui a sua taxa de
convergéncia @m a aproximacdo do minimo e avanca para este cada vez a menor

velocidade. As posi¢cdes das particulas sdo dadastelaadl4:

i i ———"0 (14)
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Sendo que é um vetor posicado d@iomo eF as for¢as nele aplicado. O algoritmo
acaba o processo quando chega ao limite de passestpb&lecide pelo utilizador ou
guando a diferenca de energias entre passos consecutivos é inferior a um \ckbnigie
Por outro lado, terse também o algoritmo de gradiente conjugado, que se comporta como
o método anterior quando se encontra longe do mjrémioora quando se encontre perto,
este realize uma mudanca de direcéo através do gradiente, o que o leva a encontrar o minimo

de energia de uma forma madpida e eficiente do que o algoritmo antefiti20].

1.5.7 Caixa de simulacédo eondi¢des de simulacéo

O sistema produzido pela simulagéo é limitado por uma caixa de simulacdo, devido
aimpossibilidade de simul@ sistemamacroscépiceompleto. A caixa cont@ a molécula
de interesse emaguo ou pode também incorporaoléculas de solven{é20], [135] Sao
utilizados diferentes tipos de geometria, podendo a caixa de simutacdolbica
dodecaédrica ou paralelepipédica. quantidade deatomos presentes no sistema é
significativamente menor (na ordem do%40s10°) do que o nimero de Avoges por
issq as condices de superficie na fronteira tém muita influéncia no resddddaque o
namero de particulas do sistema € muito menor do que o sistema macrofapiceduzir
estes efeitos sdo usadas condi¢Bes periddicas de fronteira. Estas condicéas iqusi o
sistema produzido estajadeado por todos os ladae copiaexatasdele mesmo, levando
aque se uma particula do sistema saicaiaade simulacdoentdo uma das suas imagens
estaé a entrama caixa, mantendo o numero de particulas conservado dentro da caixa de
simulacéo(de forma aéloga ao conceito de célula itéwia em cristalografia)O cut-off
escolhido para as interacdes de longo alcance permite selesgoagrarticula consegéir
ver, ou hao, a sua imagem no siste@antudg a exclusdo da computacdo de interacdes
entre particulas que distam mais queutoff leva a que seja necéss introduzir
mecanismos dedtulo da compensacéo electra@tist devido a todas as células adjacentes.
Esta compensacédo é normalmente calculada usando métodos baseados na soma de Ewald,
taiscomo PME(Particle Mesh Ewalf[136].
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1.6 Objetivo da dissertagéao

Ao avaliar os estudog pfetuado® encontrados na literatusabre 0 mecanismo de
formacaode agregadogroteicose os fatores que interferem negt@cess, € possivel
concluir que é um tema que ainda se encontra distante de estar bem compreendido. A
compreensao dos mecanisnggjaentesa formacaode fibrilas amildides e agregados
amorfosé por isso de extrema relevancia sentido dencontrasolu¢des paraontrolarou
inibir a sua formacaaorforme o interessele aplicacdo ou area em estuéara este
entendimento, autilizacdo de proteinase fragmentos modelo, que apresentam
comportamento e propriedades bem conhecidas, permite racionalizar os fatores que
influenciam o mecanismo de agregacdo. Neste contiitfgito um estudo siste#tico
laboratorial com as proteineais da clara do ovo, com uma das proteinas suas constituintes
- ovalbuminae com um fragmento do peptideetaamildide- 1°KLVFFA 2!, manipulando
o proceso de agregacgmela utilizacdale doisliquidos ibnicosnomeadamente arginato
decolinio etosilato decolinio, a diferentes concentracdes e com meios a diferent€qh
0 objetivo de estudar a estabilidade dos agregados formadiasaramse simulacdes de
dindmica moleculacom campos de forga atomisticos, pardrés fragmentoproteicos, o
mesmo fragment o da edors &agraehtasada phdbeing dyalbuneirfa,eemi d o
sistemas condgua e osmesmosliquidos i6nicos Estes estudopermitiram descrever o

comportamento dos agregagwsteicosformadose também a sua estatidide
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2. M ateriais e Métodos

2.1 Metodologia laboratorial

Para este trabalhfoi utilizado o fragmento 121 do peptidedbetaamildide a
proteina ovalbuminaalclara deovo, e as praeinas totais da clara do ovo. O fragmento da
proteinaA bfoi fornecidopela TebuBio (pureza superior a 98/&), a proteinaovalbumina
foi adquirida através da AcroSrganics enquanto que a solucado de clara de ovo foi
preparada no laboratério com recursmws de sugrmercado. Foram utilizados dois
liquidos i6nicos,arginato decolinio e tosilato decolinio, que foram sintetizados no
laboratério, tendo sido comprovada a sua pureza por B8N e3C, estandas respetivas

estuturas representadas na Figura 14

NH (e}
HZN*H/\/\‘)I\O ‘ P
NH, Ho/\/ N
0]

(ii)

Figura 14 - Estruturas quimicas dos liquidos iénic@ksarginato decolinio[Chd[Arg]; (ii)
tosilato decolinio, [ChQ[Tos].
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2.1.1 Sintesede liquidos iGnicos
2.1.1.1[Cho][Arg]

Paa a sintese do liquido i6nicagmato de colinioa solucédo de bicarbonato de
colina aquosa (solucdo com pureza 80% obtida pela Prpfoniadicionada a targinina
(pureza superior a 98% obtida pela Addsganicg, numa relacdo molar de 1:1, sob agitacao
a temperatura ambientar@nte 24h0 liquido iénico foi lavado com acetonitrilo (70¥%\))

e metanol (30%WwWV)) (ambos com pureza de 99%, obtidos pela Fisher Scigni#i@
remover 0S compostos que ndo reagjranosrestantesolventes foram removidos sob
pressdo reduzida utilizando o evaporador rotativo a @f@nte2h. O liquido idnico
formado foi finalmenteseco/purificado numénha de vacuo durante 3 dias57”C, cuja

estrutura quimicéoi verificada polRMN de*H e °C.

2.1.1.2[Cho][T o

A sintese ddiquido idnico tosilato decolinio ((Chd[Tos]) baseotse no protocolo
descritoem [137], por reacadcido-baseentreo bicarbonato de colingpureza superior a
80%, obtida pel#@roionig e oacido monehidratado pToluenossulfonicgAlfa Aesar) na
proporgdol:1, sob agitacdo durante 24Foi obtido um liquiddransparente que indica o
final da reacdo, e os residuos da redg&am removidospor trés lavagens com acetato de
etilo (com pureza de 99%, obtido pela Carlo Erltapdo sido descartados junto com o
acetato de etildOs solventes volateis foram eliminagas evaporacdo usanda\aporador
rotativo durante 1ha 60°C. O liquido i6nico foi seceob vacuo, tal como descrito
anteriormentetendo sidoobtido um composto sélido de cor branca que foi arnsaited

temperatura de 5°@ cujaestrutura quimicéoi verificada por RMNdeH e *°C.
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2.1.2 Preparacdo da solu¢cdes com fragmento do peptidedbetaamildide e
liquidos i6nicos

Para o estudo dayegacéao do fragmento do peptidmdaamildideforampreparadas
duas solucdestockapH 2 e 7 Foramutilizadas como solugdestocksolucdesie 2%(m/m)
do fragmento®KLVFFA?! da proteinaA f a solucdo @H 2 foi preparadgela adicdo de
25,00 + 0,05mg de péptideo pu@1250,00+ 0,05 mgdeaguaMil li-Q compH previamente
ajustado & comacidocloridrico 37%, obtido pela AnalaR Normap@r pH foi controlado
com ummedidor de pHMetrohm 827 pH labA solugcéo a pH foi preparada por adicéo de
25,00 + 0,05mg de péptideo pur@1250,00+ 0,05 mgde PBS (tampéo fosfato salingH
7,3, obtido pela Acros Organ)icEsta solucdes foramtilizadaspara fazer o estudo com os
varios liquidos ionicos|Cho][Arg] e [Cho][Tos] nas concentracdes d@b e 0,5M, em
que para obtelas concentracbeslesejadasforam adicionadas ao sistema as massas
apresentadasm AnexoA, Tabela A.1

2.1.3 Preparacgédo da solu¢gbes com a proteina ovalbuminaliguidos i6nicos

Para o estudo de agregacao da ovalbumina foram preparadas duas sghicdes
7.No caso do estudopH 2, foi utilizada como solucastockuma solucao de 2¥%nm) de
ovalbumina, preparada peldissolucdode ovalbumina emagua Milli-Q previamente
acertadaa pH 2, com &ido cloridrico 37%obtido pelaAnalaR Normapur O controlo de
pH foi realizado com urmedidor de pHMetrohm 827 pH labPosteriormentefoi realizada
uma entrifugagéo durante 2 min ad@rpm, e o sobrenadante foi recolhido e are@ado
a 5°C No caso da solucéo a pHefectuouseo mesmo procedimento, tendo sido usada uma
solucéostockde 2%(m/m)de ovalbuminaprepaada pela adicdo de ovalbumiem. Estes
solucBesde proteingoram utilizadasparapreparar as solucdes com laguidos iénicos
[Cho][Arg] e [Cho][Tos], nas concentracdes ak 0,05,0,5 e IM, em que para obter estas
concentracdes foram adicionadas ao sistema as massas apresgntadeso A, Tabela
A.2. Tendo sidorealizadas quatro réplicas independentes no estudo a pH 2 inicial e duas

réplicas a pH 7 imial.
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2.1.4 Preparacgédo da solugbes com as proteinas totais clara de ovo com
liquidos i6nicos

A solucéo de clara de ovo foi preparada pela simples quebra do ovo e da perfuracao
da membrana comseparacao da gema da claraclé&ra de ovdoi agitadadurante 10 min
para umahomogeneizacda@ompleta e seguidamest foi diluida com &gua Milli-Q
previamentegjustada a pH,2com &ido cloridrico 37%, obtido pelAnalaR Normapur
sofrendo nov@asso de agitacdo por 10 mpara obtencdo da solucéimcka 2% (m/m)
Posteriormenteesta solucadiltrada duas vezes com papel de fijtoomtamanho dgoro
2 , 5, oltido pela Prat Dumas Franparaaremocao de impurezas insoluveis. Foi obtida
uma solucéo turva com p&proximado de 8,6, que foi ajado para pH Pela adicapgota
a gota de uma solucéo décido cloridricoem agua MilliQ. Esta solucdo foi usada para
fazer o estudo com liquido iénico [Cho][Arg], nas concetnacdes de 0,05, 0,5 eM, em
que para obter estas concentracdes foram adicionadas ao sistema as massas aesentadas

AnexoA, Tabela A.3tendo sido realizadas quatro réplicas independentes

2.1.5 Microscopia

O estudo de microscopia foi realizado com um microscépio de luz polarizada

Olympus BX51(Olympus Co., Tokyo, Japan).

2.1.6 Ensaio de Fluorescénci@om Tioflavina T (ThT)

Para o ensa de fluorescénciasanddrioflavina T(ThT), foi preparada uma solucao
stockde ThT de concentraca@,5 mM. Para a sua preparacéoram adicionadas 70#*
0,05mg de ThT (2,5mM), obtida pela Acros organica um tampao déosfato desédio
(10mM) e cloreto de sodio (1680M) obtido pela LabKemcom pH 7,0 seguidamentea
solugadoi filtrada com papel de filtro coporos d& , 5, olstidws pela Prat Dumas France
Esta solucao foi mantida a 5°@e escuro. Da sotaostockde ThT foi preparada a solugéo
para o ensaio com a concentraca@@eM de ThTpordiluicdo de0,40 mL da solugéo stock
em 100 mL do tampé&o de fosfato de sodi® mM) e cloreto de sédio (160M) apH 7,
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previamente usadsendo que a solucéo preparaela apenas a viabilidade de 48ando
sidomantida no escuro e a 5°C.

O ensaio foi realizadpor adicdo deé,2 mL dassolucbesie ovalbumina e proteinas
totais da clarae ovo com as diferentes concentracdes de liquidos iG@égpma pH 2 em
1,8 mL da solucéo de ThiD uM. Foramutilizadascélulasde quartzo (H&ma Analytics)e
um espetrofluoimetro FP8300 JascaO comprimento de onda de excitacao foi de A

e foram obtidos gificos deemissaaentre os 450 e os 5%n, com 0,5nmde intervalo.

2.2 Metodologia Computacional
2.2.1 Algoritmo PASTA 2.0

Foirealizada uma previsao dos fragmentoseatpuénciaa proteinavalbumina que
apresentarmmais propensao para a agregagadorma de fibrilas amiléidesom recurso @
algoritmo PASTA 2.0prediction of amyloid structural aggregatiofil38]. Foi utilizado
este algoritmo paraompargéo as resultados d@ fragmentosda sequénciala proteia
ovalbumina, que contém entrea8l9 residus, tendo estas sido escollgddiretamente da
sequénciaompleta da ovalbumina do organisigallus gallus(c6digo UniprotP01012,
que apresentarita e baixa percentagem de anditidos hidrofébicos (entre 0,250 e 0,875
%) para verificar a sua infln€ia na energia prevista para a fibrilac@s fragmentos da
ovalbumina  escolhidos foram: ®YSFSLASRLYAE®, 13MVLVNAIVFKG &,
1I9QAMPFRVT?% 2ESKPVQMMY QIGLFRVASM??4, 22IKMKILELP 234
20 SMLVLLP 247, 27°EERKIKVYLP?84 89MKMEEKYN 2% As energias de fibrilagéo

foram obtidas para o fragmento individual e pac@munto de cinco sequéncias.

2.2.2 Preparacdo de estruturas

As estruturas proteicas utilizadzara simulacdes por Midramobtidas com recurso
ao softwareantechambegue coném a ferramentdleapd, por insercdo daequéncialas
proteinas desejadd8KLVFFA?'d a p r o & @ofs fragmeftbs deequénciaaproteina
ovalbumina ®®YSFSLASRLYAE® e 3MVLVNAIVFKG 8 Foram assim obtidas as

estruturas erformatopdb, que foram seguidamente utilizadas para a obtenc&o dos ficheiros
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correspondentes depologiausandam campo de forcas AmBISBILDN [139], adequado
paraproteinas écidos nucleicodNo caso dos componentes digglidosionicos utilizados,
os parametrosglas ligagcbemonbondedpara o osilao foram retirados deeferéncig140],
tendo os restantes parametros sido retirados do campo de G#E&S[141]. Para o ido
colinio foi usada a parametrizacdo da refieié[142]. No caso da parametrizacdo do ido
arginatg foram utilizadosos parametros docampo de forca&SAFF [141] com cargas
atomicas parciais obtidas pela metodoldRieSP[143].

2.2.3 Preparacao de sistemas

Foram usados para o estudo da agregacdo, estruturas em forma de pentamero
constituidos pelasequéncia dostrés fragmentos escolhidos. Este pentamero € uma
estrutura composta por cinco fragmentom a mesmaequénciadisposte manualmente
numa conforma&o de folhab antiparaleladevido a evidéncias de esta ser a conformacéo
preferencih para as fibrilas formadas com o fragmetfidLVFFA?! a pH neutro, néo
havendo nenhuainformacao estrutural para os outros fragmentos em egtddp estando
um exemplode pentamer@presentado na Figura.l6om o mesmo pentamero foram
preparadogdrés sistemas, o sistema controlo, apenas solvatad@game dois sistemas
solvatados condguae liquido iénico, sendo estd€ho][Arg] e [Cho][Tos] A solvatacao
comaguafoi executada utilizando modelo dedguaSPC/Eem todos os sistemasforam
adicionadasasmoléculasgdos componentes déiguidosidnicos, ou seja pares de moléculas
de [Cho][Arg] e [Cho][Tos], nos sistemas respetivate forma a que oquidos idnicos
estejam entodos o0s sistemas numa concentragéxeal de 0,5M; a carga total dos sistemas
foi neutralizada sempre que necessario, com a adigaesidéoreto, ndohavendaalteracéo
do pH neutro do sistemastando a constituicdo de todos os sistantilgsados descrita na
Tabela 2 Os terminais de todas as sewgiés em estudo ndo sofreram encapsulamento
devidoas evidénciasdo que cencapsulamento tem grande infloé& nasdistribuicbes de
cargas moleculares, o que por sua vez resulta em mudancas nas intera¢coeticeetnust

momento de agregacfbisi.
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Figura 15 - Pentamero constituido por cinco cadeias do fragm&WBFSLASRLYAE de

ovalbumina na conformacéo de folhantiparalela

Tabela 2- Constituicdo dos sistemas computacionais utilizados, estando representadero de
ami no8ci dog, porn¥%mlér &da Ade

mo | ®c ul acresgetivo Bugera |,

N

total de moléculas para cada sistema, juntamente com o nimero de atomos total.

_ Moléculas
Sistema ) Liquido Total de
N° AA Agua iGnico I6es | Total Atomos
Pentamer&LVFFA | 30 2782 0 5 | 2787 8901
Pentamero
Controlo | YSESLASRLYAE | 60 23575 0 0 |23580| 71700
MVE\(/elr\]lflr\T]/I(a:rlgG 55 | 16630 0 5 |16640| 50790
Pentamer&LVFFA | 30 2329 28 5 | 2367 8830
Agua + 3
(ChalAG] | yoparane® | 60 | 19916 220 0 |20141| 70843
05M 5
va\mf‘lr\"/if(; 55 13546 181 5 | 13755 49864
Complexo KLVFFA | 30 2358 28 5 2396 8721
Agua + 3
[Ch% [Tos] YSFPSeLrKE;rlgir\(()AE 60 | 20216 220 0 |20441| 70203
05M A
MVE\?RIET/EEG 55 | 13850 181 5 |14041| 49509

O numero de moléculas de liquido i6nico acrescentado parauoferoncentracdo

inicial de 0,5M foi calculado tendo em conta o volume inicial da caixa utilizada. Os sistemas
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foram preparados em caixas de simulacéo utilizando condi¢6es periddicas de ftentira
sido usado csoftware Gromacwersao 5.1.4146] para realizar as simulagdédSoram
executadogprimeiramenteciclos de minimizacdseguidosde ciclos deequilibracdo da
temperatura e pressao sistemasendo por liimo realizada a etapa de producédo

A minimizagao foi primeiramente realizada com o algoristeepest descergm
que foi definido cmimeromaximo de 500000 passos e um critério de convergéncia de forca
maxima inferiora 10,0 kJ mot nmt. Em seguida a equilibragdo da temperatura foi
executada com recurso ao algoritva@scalecom um passo de integracao de 0,00Zpm
um numeromaximo de 500000 passos para atingir a temperatura de 300 K, seggiiado
equilibracdo da pressdo que foi realeacbm o bardstato ParrineRahman, com a
temperatura a ser mantida constante com o termostateHéoser; com a pressao de
referénciade 1 bar.Por Gltimg na etapa de producao foi usado um passo de integracdo de
0,002 ps com mumerode passos de 250000, correspondente aos 50 ns de simulacao,
tendo este procedimento sido repetido para os trés sistemas deguaélacigroteica, com
excecdo do sistema relativo ao pentan@v/LVNAIVFKG ¥ no sistemaom oliquido
i6nico [Cho][Tos] para o qual apenas foi realizada uma simulac&® de.Em todo o
procedimento foi usadoadgoritmoLINCS que restringiu o tamanho das ligacdes covalentes

envolvendo &tomos de hidrogénio.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Microscopia

A verificacdo de formacdo de agregadus presenca de liquidos i6nicdsi
primeiramenterealizada laboratorialmentpor avaliacdo macroscopica do aspeto das
solucbese seguidamentgor microscopiacomobtencdo demagens microscopicammliuz
polarizada e fungdo do tempoAs imagens microscopicas foravbtidasa0, 3 e 6 ou 7
dias Em algumas solucdes foi observattgradacadoacterianapelo que os tempos de

aquisicao de imagens também se devem a este fendmeno

3.1.1 Estudo da agregacaalo fragmento da proteinaA b'®KLVFFA %1

O estudo de agregacdo fragmento da proteina amiléifie realizadocom oliquido
i6nico [Cho][Arg] nas concentracdes de 0,05 e Bl5e oliquido iénico[Cho][Tos] na
concentracdo de OM, apH 2 e a pH 7Depois da preparacao das solugdes, foi verificado
se existia alguma variacdo macroscoépica no tempd dias No estudo realizado a pH 2,
verificourse que nao ocorreraaiterazdoes visiveis na soluc@ontrolo, mas foram visiveis
diferencasmediatasno aspeto para a®lucdesom|[Cho][Arg] nas concentracdes 6¢D5
e 0,5M e para a solucaocom [Cho][Tos] 0,5M, apresentadas na Figura. No caso das
solugdes confCho][Arg] a 0,05M e [Cho][Tos] a 0,5M foi observado que ambas as
solucbes ficaranturvas e opacascom cor esbranquicada, enquanto que no odso
[Cho][Arg] a 0,5M foi verificado que se formou uma camada semelhasteolucées

anteriormenteeferidas, mas apenas na supésfi

37



Figura 16 - Aspeto dasolucdessom o fragmentd®KLVFFA?! a pH 2,no tempoat = 0 e 7dias,
respetivamentegstando repres@tas as solugdes controlo, solugde$Cho][Arg] 0,05 e 0,5M e
de[Cho][Tos] 0,5 M.

Estagnmesmas solucédésram usadas pareestudo microscopico, em que agagens
microscépicasobtidas se encontrampresentadas nigura 17. E corroborada assim a
formacgao de agregadpsoteicomo tempa = 0 dias no entantms agregadogpresentavam
morfologias diferentes. No caso da solucdo d@ho][Arg] 0,05 M, sdo encontrados
agregados proteicos com morfologimorfa,mas separados entre si, enquantorgueaso
do [Cho][Tos] s&o encontrados agregados proteicos totaknsompactos, ligados ense
No caso da solucéo cof@ho][Arg] 0,5M é verificadoque existeg no tempa = 0 diasa
formacdo de agregados, mas que sadaamuito pouco definidos. €studo microscépico
foi repetidono dia 1e verificou-se que asolu¢cdo com[Cho][Arg] a 0,05M contém
agregadogproteicosmais compactos, tendo esta compactacdo aumentaao &eeiro dia
de estudoNa solucdocom [Cho][Arg] 0,5 M os agregadosao maisnitidos a partir do
primeiro dia de estude séo encontrados pequenos agregados anmarftia3, aumentando
a sua compactacao aeétempot = 7 dias No caso d solugédo coniCho][Tos] 0,5M, os
agregados completamente compactostémse durante todo o tempo de estutlesde =
0 dias até& = 7 dias O aspeto macroscépico das amostras apenakeseu no caso da
solucédo confiCho][Arg] 0,5M, estando relacionado com o aumento do numero de agregados
e a sua posterior compactactmdo sido encontradm sétimodiao mesmo aspeto para as
solugdes coniCho][Arg] 0,05M e [Cho][Tos] 0,5 M.

38



[Cho][Arg]
Controlo 0.05M [Cho][Arg] 0.5M [Cho][Tos] 0.5M

Dia 0

Dia 1

Dia 3

Dia 7

Figura 17 - Evolucdo dadrmacéaade agregado proteica® fragmentd®*KLVFFA?! notempot =

0, 1,3 e 7 diagara o estudo a pH Bstando representadas as imagens microscépicas das solugtes
controlo,constituidas pelo fragmento peptidicopda o t e 2 agua a pHRe slucdefCho][Arg]

0,05M e0,5M e [Cho][Tos]0,5M, respetivamenteeom recurso a uma ampliacdo de;lihagens

com escala incorporada equivalente a 100 em

Foi assim verificadoque todas as solugcdesom liquidos idnicosestudadas
permitiram a formacdo de agregados proteicos, apesar de ndo ser encontrada nenhuma
estrutura fibrilar. Comodjfoi referido, existem &ios fatores a ter em conta para o estudo
da agregacdo visto qué lum limite ténue entre a existéncia de agregados ou a total
dissolucdo da proteina tanbém entre dormacao de agregadasnorfose a formacéo de
agregados na forma de fibrilas amiléidée.caso das solu¢des preparadas & gbi visivel
no tempat = 0 diasuma mudancauito ténueapenasia solugéo controlver Figura 18.
Pelasimagens microscépicasla Figura 19 foi verificado a existéncia @ formacao de
pequenos agregados proteicos de morfologia amorfa apenas na solugcéo controlo. A Unica

alteracaacoreu para a solugate[Cho][Arg] 0,05M em queno terceiro dia de estugee
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verificou o aparecimentde agregados de natureza também amorfa, tal como uma pequena

mudancga no seu aspeto macroscopico.

Figura 18- Aspeto dasolugdesom o fragmentd®*KLVFFAZ2, inicialmente a pH 7no tempa = 0
e 3dias,respetivamentegstando re@sentadas as solu¢des contretducdesie [Cho][Arg] 0,05 e

0,5M e solucdo d¢Cho][Tos]0,5M.

[Cho][Arg]
Controlo 0.05M [Cho][Arg] 0.5M [Cho][Tos] 0.5M

Dia 0

Dia 1

Dia 3

Figura 19 - Evolucdo da formacéo de agregado protetmfragmentd®KLVFFA?2! no tempot =
0, 1 e3 diaspara o estudo a pH, 8stando representadas as imagens microscopicas das solucdes
controlo, [Cho][Arg] 0,05M e 0,5M e [Cho][Tos] 0,5 M, respetivamentecom recurso a uma

ampliacdode 10x magens com escala incorporada equival e
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Par a a péwrtfimdomue a dftmacdo de fibrilas € similar entre intesvalo
de pH 79, enquanto que a pktido a taxa de fibrilacdo ¥eduzida[147]. No entanto,
nenhuma das solucdes testatiaste estudo com o fragmehtsLVFFA?! levou & obtengdo
de fibrilas. No caso do fragmenté?VHHQKLVFFAEDV 24 da proteinaA b que inclui o
fragmento utilizado neste traballexistem estudos realizados canefeito do pH para a
fibrilacdo, tendo sido verificado que a pH 2 o peptideo encgptraima conformacgdo sem
estrutura securdda definida, com um pH critico para a formedo de agregados
termoestéeisde 3 [148]. Assim, e tendo sido usadoicialmenteum meio com pH 2 para o
estudo da formacao de agregadestapodeser uma razéo para a formacéo de agregados
sem estrutura secudria bem definidano entantpexiste uma mudancga no pH depois da
insercao dofquidosionicos que precisa d&r tidaem conta

Existemestudosnvolvendoa sequénciaompleta daA bonde foi reportado que
aumento da forca i6nica da solugd® 50 para 500 mNavorece a formacéo de fibrilas
[149], sendo queapesar dissexistem tambénevidénciagjue o aumento da forca iénica
pode ser desfavéarel para a formacdo de fibmgd amildides[150], [151] Assim &
expectavelque a forca ionica favoreca ou desfavoregaprocesso dependendo da
combinacéo de ides utilizados para o efeito, mas tambéseqigncigolipeptilica em
estudoNo caso dos agregados obtidos para o fragmenofd®KLVFFA?2L, a diferenca de
0,05M para 0,9V no ca® das solug¢des cof@ho][Arg] ndo levou a mudancas suficientes
para aalteracaada formacdo de agregadasiorfospara fibrilas sendoco mesmo registado
para o casoalsolucédo contend€ho][Tos] 0,5M no caso das solucbes a pHebora no
caso das solucdepie incluem liquidos i6nicos pH7 ap@éas a solugdoom [Cho][Arg]
0,05M tenha apresentacdmgregados

Apesardo fragmento em estudo apresentar apenas 6 aminoacid@spdsigmento
mais pequeno enatrado para @roteinaA bque apresenta tal comosaquéncidotal, a
capacidade de formacao de fibrjlagom caracteristicasimilares Por este motivop
tamanho da cadeia ndo é um fator tido em consideracao para a formacao destes agregados,
sendo esperado 0 mesmo tipo de comportamento com a utilizaséguidescia ot al. da Ab
Por outro lado, é importante refeue nasequénciaitilizada, a maioria @ aminacidos
sao hidrofébicos, sendo quesaquéncidKLVFFA é constituida pelogesiduodisina, que
apresentacarga positig, leucina,valina fenilalaninae alaning sendo nao polareg&sta

percentagem elevada de anécidos hidrofébicos tem um papel preponderante para ser
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considerada umsequéncigue forme estrutas filamentaresu em folhab, tendo em conta

também a psicdo em que eles se encontrfib2]. Apesar disto, ndoéformacéo de

agregadosnacroscopicos ou detetaveis na ampliagcdo de microscopia oOtica usada no estudo,

para ocontroloa pH 2 havendo por isso um favorecimento da formacédo de agregados
proteicos amorfos na presenca dos liquidos iénicos do que na solu¢éo apedtasaeqi
2, embora haja 0 mesmo conm@omento da solucdo controlo a pHe da solucdoomn
arginato decolinio 0,05M a pH7 na formac&o de agregados amarfbde salientalambém
gue os estudofram realizadosa temperaturambiente o que pode influencias tempo
necesé&rio para a formacgéao de agregados ou até de fibrilas davcidética da reacdd53].
Nocasodassofidesc ont endo o0 f prepagacies mitisdmenteaa [@AD
mudanca no pH por inser¢cdo dos liquidos i6nicos é muito eviderte todas as
concentracoes testadd@bela 3. No entanto, é possivel encontramgamafinal devalores
de pH a fornacdo de agregados amorfos. Cdpkte fragmento é de 8,75, calculado pela
ferramenta ExPASY154], sendoque os valores encontrados de phra as solugdes
preparadas inicialmente a gHe também para a solucdo de [Cho][Arg] ONd5a pH 7
encontrarse bastante similares a estep@ isso, a formacdo de agregadende a ser

favorecidapois o fragmentderd o seuminimo de solubilidadgb].

Tabela3- pH dassolugbespos 7 diasla sua preparagéo para o estudo efetuado a pH 2 e apds 3 dias

para o estudo efetuado a gHlo fragmentd®KLVFFA?*da pr ot e2na ADb com o0s

[Cho][Arg] e [Cho][Tos].

IL Concentragéo IIL M pH Final
0,05 8,75
pH 2 [CholfAre] 0,50 8,62
[Cho][Tos] 0,50 8,43
0,05 8,93
pH 7 [Chojtarg] 0,50 9,40
[Cho][Tos] 0,90 9,38
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3.1.2 Estudo daagregacédo daovalbumina

O estudo de agregacda ovalbumindoi realizado gH inicial 2 e 7.0s resultados
sdo apresentados individualmeptra & doisliquidos i6nicos[Cho][Arg] e [Cho][Tos],
utilizando trés concentragcge®, 05, 0,5 e M, juntamentecom a solugéo contralo

3.1.2.1.1 Solucgdes conarginato de colinio ([Cho][Arg] )

O estudo da agregacao da ovalbumina foi realizado cofChm][Arg] nas
concentracdes de 0,05, 0,5 éMle &gua pH 2/PBS. Primeiramentpara o pH 2, foram
verificadasalteracbes macroscopicassdalucdes no tempo= 0 dias(Figura 2(Q. Para a
solucaode 0,05M de liquido i6nico verificourse uma solucao coaspeto turvo, enquanto
que para as solucdes de 0,5 M He liquido iénico, tal como o comtio, ndose verificou
nenhuma alteracad\o tempot = 0 dias as imagens microscopicas das solugfies as
concentracdes déquidosidnicosa 0,5 e 1M, juntamentecom a solucdo contrglmao
apresentaramenhuma modificaca¢Figura 21) Apesar disso, na solucé@e 0,05 Mde
liguido ibnico foi possivel verificar a existéncie pequenas fibrilas, que f@mavam em
diferentes tempopara asréplicas efetuadgsnomeadamente um dia depois idéio do
estudo drés dias ap®oseu ircio, apresentandom aumento de comprimento no decorrer

do restante tempo de estudo

Figura 20 - Aspeto das solugéeom ovalbuminainicialmente a pH 2no tempo t=0 e 6 dias
respetivamenteestando representadas as solu¢des congrslalucdes dECho][Arg] 0,05, 05M e
1M, respetivamente.
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Controlo Cho[Arg] 0.5M Cho[Arg] IM

Dia 0

Dia 1

Dia 3

Dia 6

Cho[Arg]
0.05M

Dia 0

Dia 1l

Dia 3

Dia 6

Figura 21 - Evolucéo ddormacao de agregado proteicmsovalbuminao tempa =0, 1,3 e6 dias

para o estudo a pH estando representadas as imagens microssdp&s solugdesontrolo e
solu¢cdeqCho][Arg] 0,05M, 0,5M e 1 M, respetivamentezom recurso a uma ampliacao de ;10x

i magens com escala incorporada equivalente a 1(
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Apenas houve formacgao de agregadasforma de fibrilaspara a solugdacom
ovalbumina gCho][Arg] a 0,05M. No entantpdevidoas diferengas no tempo decorrido
para o processo de fibrilagcdo acontecer, é possivel concluir que parametros ndo controlados,
como a temperatura ou a forga idnica da solucao inicial, sdo determinantes para o desenrolar
do processoe de importancia essenciagara corpreender inteiramente o mecanismo de
fibrilacdo. No caso das solugOes preparadas a,ptdd houve nenhuma alteracao no aspeto
macroscopico no tempo= 0 dias para todass solu¢cdes em estudal como apresentado
na Figura 22 O mesmo fowerificado pelas imagens microscépicas que ndo apresentam
nenhuma esttura do tipo agregado (Figura )23Nenhuma alteracdo nas solucdes foi
encontrada no tempo de estudo de apenas 3 dias, devido ao aparecimento de degradacgao

bacteriana nas solucdes a pateste periodo.

Figura 22 - Aspeto das solugdem ovalbuminainicialmente a pH 7no tempot = 0 e 3 dias
estando re@sentadas as solugfes controlo e solugdes|[Arg] 0,05, 05M e 1 M, respetivamente.
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Dia 0

Dia 1

Dia 3

Figura 23 - Evolucdo da formacgéo de agregagmteics de ovalbuminano tempa = 0,1 e 3dias
para o estudo a pH, &stando representadas as imagens microscopicas das sclgiie® e
[Cho][Arg] 0,05M, 0,5M e 1 M, respetivamentezom recurso a uma ampliacao de ;liixagens

com escal a equi val ente a

gue as mesmas concentracdes geaidio ibnico em soluies preparadadsicialmente a pH
diferente apresentam o mesmo phd final do tempo de estudd. solugdo em que foi

encontrada fibrilagdapresentava pH mais baixoNo entantpa sua diferencde pHpara

Avaliando o pHfinal de todas as amostras em est(ithbela 3, é possivel verificar

Controlo

i ncorpor.ada

[Cho][Arg]
0.05M

[Cho][Arg]

0.5M

[Cho][Arg] IM

100

€

os restante@leaproximadament@,4), ndo parece ser o fator denhinante para a ocorréncia

de fibrilagdo ou a total auséncia de agregados.

Tabela4 - pH das solu¢bes ap0s 6 dias da sua prepapaga® estudo a pH 8ap06s3 dias para

o0 estudo realizado a pH para a ovalbumina comliguidoionico [Cho][Arg].

IL ConcentracéddM pH Final
0,05 8,86
pH 2 0,50 9,68
1,00 9,90
[CholfArg] 0,05 9,28
pH 7 0,50 9,72
1,00 9,77
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3.1.2.2Solucdes conmosilato de colinio ([Cho][Tos])

O estudo da agregacéao da ovalbumina foi realipada diquidoionico [Cho][Tos]
nas concentracdes de 0,05, 0,5 & agua pH 2/PBS Primeiramentepara o pH 2no
tempot = 0 dias foramanalisadas aalteracbesmacroscopicaso aspeto das solucdes
representadasa Figura 24 Imediatament@apos a adicdo déquido idnico a solucdo de
ovalbuminae aguaocorreram alteracoem turbidez das solugdes correspondesaseducao
com ovalbumina + [Cho][TosP,05M, e nenhuma alteracéo visivel na solugc@mtrolo e
nas solugcbesom concentracdo die5 el M deliquidoidnico. As mesmas solugdes foram
usadas para obtencdo de imagaitsoscépicagFigura 29, em que se verificoa existéncia
de agregados proteicagm solu¢cdocom concentrago de 0,05M de liquido iénico, ndo
havendo nenhum agregafdwmadona imagem do controlo nemseolugdesde[Cho][Tos]

0,5 e 1M, de acordo com as alteracdes que as solucdes apreseriieaspeto das soldes

foi novamente verificado passados 3 diasdo havendo nenhuma alteragéo
comparativamente ao aspéticial das amostrags imagens microscopicpara 0 mesmo
intervalo detempo reveleam novameng agregados reolucéo de 0,081 deliquidoionico,

nao se verificadonenhuma formacéo de agregagasa & solucde,5 el M de[Cho][Tos]

e para a solucamontrolomais uma vezO mesmo estudo realizado ao fim de seis dias nao

revelatambémnenhuma mudanca nas solucgdes.

Figura 24 - Aspeto das solucdede ovalbuminainicialmente a pH 2no tempot = 0 e 6 dias
respetivamentegstando representadas akigdes controlo e solu¢dfsho][Tos] 0,05, 0,5M e 1
M, respetivamente.
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[Cho][Tos] [Cho][Tos] [Cho][Tos]
Controlo 0.05M 0.5M 1M

Dia 0

Dia 1

Dia 3

Dia 6

Figura 25- Evolugéo da formagéo de agaelp proteicosle ovalbuminaotempot =0, 1,3 e 6 dias
para o estud@ pH 2 estando representadas as imagens microscopicas das sclgiie® e
[Cho][Tos] 0,05M ,0,5M e 1M, respetivamente, com recurso a uma ampliacdo deirh@gens
com escala incorporada equivalente a 100 em

Foi assim verificadaa existénciada formacdo de agregados na solucdo com a
concentracadade 0,05 M de liquido i6nicoe nenhum tipo deagregados nas restantes
concentracdes testad&0 caso das amostras com a solugédo de proteina praamdr
foi verificado inicialmente pelo aspeto mascépico que ndo houve nenhuma alteracéo nos
aspetos de todas amostrasm estudo (visualizar Figura6ndo o mesmo sido também
confirmado pelagnagens microsquicas representadas na Figural®@ decorrer do tempo
de estudo, apenas houve alterag@oaspeto macroscopico da solugédo de O/O%le
[Cho][Tos] no terceiro dia, em que foi também verificado pelas imagens microscépicas a
presenca de agregados proteicos do tipo amorfo.
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Figura 26 - Aspeto das solugdem ovalbuminainicialmente a pH 7no tempot = 0 e3 dias,
estando reqesentadas as solucdes contratolec6egCho][Tos]0,05, 05M e 1 M, respetivamente.

[Cho][Tos] [Cho][Tos]

[Cho][Tos] 0.5M M

0.05M

Controlo

Dia 0

Dia1l

Dia 3

Figura 27 - Evolugéo da formacao de agregamtoteicosde ovalbuminano tempa = 0,1 e 3dias,
para o estudo a pH &stando representadas as imagens microscopicas das saogfie® e
[Cho][Tos] 0,05M, 0,5M e 1 M, respetivamente, com recurso a uma ampliagdo deirh@gens
com escala incorporada equivalente a 100 em

Foi possivel verificar que apenas houve a formacao amados para a solucde
0,05M de [Cho][Tos], enquanto que agestantes ndo apresentaram nenhuma forma de
agregado. Para além disso, foi tambéarificado pela anlise do pHno final dos estudos,
(Tabela % que os agregadass formaramas solucdes que apresentam valoresHie®
gama &ida Este pode sarm fatorque ndo levou emudancas na conformacédo de proteina

desejadas
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Tabela5 - pH das solucdes apds 6 dias da sua prepapagam estudo a pHe&2apds3 dias para
estudo realizado a pHpara a proteina ovalbumina com o liquido i6rjtcho][Tos].

IL Concentracéo ILM pH Final
0,05 2,50
pH 2 0,50 8,20
1,00 9,00
[Cho][Tos]
0,05 5,14
pH 7 0,50 9,14
1,00 9,51

No protocolo utilizada no estudo a pH,2 acido foi usadpara a desnaturacéao da
proteina, permitind@ exposi¢cdo dos residuos hidrofébicBste facto pode favorecer o
processo de agregacéo, tal como se verifica pela presenca de agregados num tempo de estudo
mais curto com este passo de desnaturacdo, do quasawmiucdes preparadas a pH 7
inicialmenteno estudo com o [Cho][Tash ovalbumina apresenta um pl de ,&£Em meios
com pH poximo deste valor ea presenca de grande forca idnica, as forcas eldtoast
vao serfracas, permitindo que as interacdesdrbidbicas intermolecularemduzam a
formacdo de agregados amorfbS5]. Apesar disto, a adi¢cdo de liquidos i6nicos as solucées
leva a um aumento de pblque parece term papel preponderante na conformacéo adotada
pelos agregados, levangdortantoa existéncia de morfologias diferentes para os agregados
formados Assim, é ecessariocontrolaro pH e tambémoutros parédmetros, como a
temperatura e forca ionica, para se conchderca d efeito dos liquidos i6nicos no
mecanismo de agregacao.

A formacao de agregadds ovalbumina principalmente obtida por desnaturacéo
térmica, entre 75 e 80 °Eoi verificado que este fator apenas influencia a taxa de agregacao
de proteinas globularesomo é o cas® néo a estrutura que eles apresentam, sendo esta
variavel dependente de fatores como o pH e a for¢a idnica do[it&b A pH neutroe a
altas temperaturag, estrutura dos agregaddwilares que apresentam propriedacesni
flexiveis,saoconstituidogpor monémerose tém ummaior comprimentalo que os obtidos
emcondigdes de baixa forca ionicapdsar dissm ramificacao das fibrilas aumenta com o
aumento da forca i6nica do meio, mas audsta global das fibrilas mantése até
concentracbes de 10@M NaCl [157]. Avaliando todos os redados obtidos com a

ovalbumina,foi verificado com oliquido ionico [Cho][Arg] que sOexiste a formacdo de
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agregados na forma de fibrilaa concentragcéo de 0,05 apesar da variagdo no seu tempo

de formagapenquanto queom a utilizacdo d¢Cho][Tos] foi verificada a formacao de
agregadosa concentaicdo de 0,081 apenasAssim, é verificado que os liquidos i6nicos
induzem uma modificacdo no comportamento da prote&rédjcandese a formacdo de
diferentes agregado(morfologicamente)sendo que a pH ha um favorecimento da
formacéo deibrilas pela ovalbumina com ayliidoiénico [Cho][Arg] a 0,05 M,enquanto

que com o [Cho][Tos] a formacédo de agregados morfologicamente amorfos é encontrada
para a mesma concentracdo, com a diferenca que a pH me&ot&ncontrados agregados,

mas com maior tempo de estudo, havendo assim um favorecimento da agregacéo a pH 2 .

3.1.3 Estudo da agregacéao das proteinas totais adéara de ovo com liquidos iénicos

No caso da clara do ov@ gxiste reportado na literatura a ocorréncia de agregados
proteicos, na forma digbrilas amildides, na presenca tiquido iénico [Cho][Tos] com
desnaturacdo a pH 2om & concentracte8,1 e 1M [82]. Por esta razgoesteestudo
decorreuapenas com a solucgéo inicial de proteina a pHn2 oliquido idnico[Cho][Arg].
Devido ao estud@jrealizado cona ovalbuminaforam estudadas as mesnoaacentracées
de liquido i6nico (0,05,0,5 e 1M), com o objetivo de compara comportamentala
ovalbuminacom asproteinas totais da clara do ovo

Foi verificado ao tempb= 0 diasque naexistenenhuma alteracao significativa em
nenhuma das solucdes preparadasntendese limpidas (Figura 28§. Pelasimagens
microscopicas veficou-se que naexiste nenhumsistema com agregados formadtzd
como apresentadoa Figura 29 e em todo o decorrer do estudo ndo houve nenhuma
alteracdo nrmamostra. Nao foidetetado nenhum tipo de agregae#@otodas asolucdes a
diferentesconcentracfes diuidos idnicosendo quéal como nas imagemsicroscopicas,

0 aspeto das solu¢cdes manteegyual no decorrer da experiéia.
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Figura 28 - Aspeto dasolu¢cdescom as proteinas totais da clara do ovo, inicialmente a pH 2 no
tempot = 0 e 3 dias, respetivamengstando resentadas as solugbes controlo e [Cho][Arg] 0,05,
0,5 e 1M, respetivamente

[Cho][Arg] [Cho][Arg] [Cho][Arg]
Controlo 0.05M 0.5M M

Dia 0

Dia 1

Dia 3

Figura 29 - Evolucdo da formacade agregadoslas proteinas totais da clara do aeaempd = 0,
1 e 3diasa pH 2 inicia) para as solu¢cdentrolo e solu¢cdegCho][Arg] 0,05, 0,5 e M, usando
uma ampliacdode 10x i magens com escala incorporada equi \

A avaliacdo dgH final das solug@es foi também realiza@dar Tabela §, sendo que
as solucdes com diferentes concentragbesvédares muito semelhargeapresentandse
proximos do pHbbtido para as solugdes com ovalbumina, apesar de ndo haver nenhum tipo
de agregacadmacroscopica e microscopicamemisivel na ampliacdo utilizadpara as
proteinas totais da clara do ovo. Assim, e apesar do espagadfoi observadaenhum
tipo de agregadem nenhuma das concentrac@studadasOs resultdos obtidos para a

solugcdo om [Cho][Arg] 0,5M e 1M foram semelhantes aos obtidosgarovalbumina,
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mas no caso da solucée 0,05M néo foi visivelaformacao de fibrilas nem de agregados

amorfos.

Tabela 6 - pH das solu¢deapds 3dias da sua preparacao para o estudo a pat& as proteas
totais da clara do ovo com o liquidmico [Cho][Arg].

IL Concentracad. / M pH Final
0,05 8,75
pH 2 [Cho][Arg] 0,50 9,77
1,00 10,44

3.2 Ensaio de fluorescénci@zom Tioflavina T (ThT)

Existem Varias técnicapara identificar e quantificar a presenca de fibrilas amiléides,
taiscomo o uso de fluorescéncia com Tioflavin@rhT) ouvermelho Congo, e téaas de
microscopia como microsp@ eletronicade transmissao e microscopla forca atomica
[158]. Neste estio foi utilizada a Thipara monitorizar a formacéao de fibrilas amiléides
vitro, na presenca de liquidos iénicdssta molécula apresenta a propriedade dmdo
complexos fluorescentes com fibrilas do tipo amilp@tkvido a sua conformacéao em felha
b. A fluorescéncia desta sonda aumenta pela ligasgecificaa fibrilas do tipo amiléide
sendo visivel no seu espetro de emissdo a intensificacao geommos 482im, sendo que
a concentracdo de Thligadaas fibrilas € também proporcional ao comprimento total da
fibrila. A estrutura da Tioflavina T apresenta um grupo dimetilamina ligado a um grupo
fenil, que por sua vez se encontra ligado a um gr@gmzdiiazol, ligado a um terminal

hidrofobico,tal como representada Figura 3Q158].

CH3 Ccr

K CHs,
L~

S 'CHy

Figura 30- Estrutura da Tioflavina ,Tsonda fluorescentque exibe um pico aos 482 nm quando se
liga a estruturas com conformacao em feha
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Com os dados obtidos pelo estudo de microscopia, € agoesgsrificar se as
estruturas filmentaresenmntradas nas solugdes ¢€ho][Arg] 0,05 M com pH 2,
apreseram umaconformacao em folhf , pue pagsarser classificadasomofibrilas
amildides,e se os agregados que téspetamorfo apresentam localmente conformacao em
folhab . Assi m, c o foi estiladen flumregcéndiai perorhha solugdode
ovalbumina a pH 2le[Cho][Arg] 0,05M, tendo a mesmeoncentragasido utilizada para
a solucdo de [Cho][Tos|Neste contexto, ra esperado que ndo houvesse aumento de
intensidade de fluorescéncia paraducdo com o liquido i6nicoCho][Tos], devidoa
auséncia de fibrilas nas imagens microscépicas. Apesar disto, é verificaglsppt®s de
fluorescénciaapresentados da Figura, §liea solugdaom o liquido idnico anteriormente
referidq apresenta um comportamento diferente do expecthaeéndo um aumento da
fluorescéncia em funcéo do tempo. Estdgpode advir de estes agregadosualmente
classificados com morfologia amottaem caracteristicas fibrilarkgais ou seja, estrutura
secundriaemfolhab | o ¢ aquewpederh ser,ddtelagpela Tioflavina T e isso ter como
consequéncia aumento da fluorescéndib9], [160] No caso do espetro flaorescéncia
da solucaa@om [Cho][Arg], é verificado que este apresenta 0 mesmo comportamento que o
controlo epor isso, podemos concluir que as fibrilas encontradas nas imagens microscopicas
ndo sao do tipo amiléidea fendo este tipo de fibrilaido enxcontradgpara a ovalbumina,

submetida a desnaturacé@H 2 e conposteriorincubagéo a 90°(58].
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Intensidade da fluorescéncia/ u.a

Tempo/ horas empo/ horas

0 4 6 24 30

Tempo/ horas

Figura 31- Intensidade damissao déluorescéncia dahT a 482 nnem funcéo do tempo para a
ovalbunina no sistemaA-controlo, B[Chd[Arg] 0,05M e G[Chd|[Tos] 0,05M.

E possivel concluique os liquidos idnicos interagem fil@ma diferente com as
sequénciaem estudpdevidoas diferentesnorfologias dosgregadosormadose também
pelas diferentes estruturas seciriad encontradas pelo estudo de fluorescéncia pela
Tioflavina T.Estes dados permitegoncluir quea presenca de liquidos iGnicos no meio
alterao mecanismo dfrmacao de agregadd®or este motivo, € importante perceber quais
os tipos deinteragio dos iquidos i6nicoscom osaminoacidos(estrutura primaa das
proteinay Com este objetivoforam utilizadas simulacdes deMD para estudar esta
interacdesom varios modelos proteicosoaso do fragmento da proteihd asequéncia
estudada é semelhante a usada no estudo laboragortadra no caso da ovalbumina ndo
seja possivel simular a proteina completa devido ao tamanho excessivo do sistema e ao custo
computacional associad®or tal raz&o, selecionarssa fragmentos desta proteina para
comparaicom osresultados obtidos laboratalmente
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3.3 Selecéo dos fragmentos da ovalbumina para o estudo de MD

Para o estudo computaciorahecesério recorrer a peptideos modefoagmentos
de proteinagjue apresentam as mesmas caracteristicagglééncidotal, para que seja
possivel simular o sistema computealmente Assim, e pa o estudo com proteina
ovalbumina, ndo é viaveealizar simulacbesom asequénciaompleta,e por isso foam
selecionadofragments que possam ser usgdcomo modeloaraesta selecge com o
objetivo deestudar o fendbmeno de agrega¢éousado o algoritmo PASTA 2.Prediction
of amyloid structural aggregatiofii38]. Este algoritmo verifica quais sao as regides
sequéncigroteicaquepodemeventualmente formama folhab comascadeias vizinhas,
com recurso a uma base de dados de proteinas globulares com estruturas nativas conhecidas
equedepende do pressuposteqproteina se encontra na sua fosohivel e nativamente
destruturada. Tem comemtradaumasequénciale amin@cidos ecomosaidaa energia de
propensaqpara formacao de fibrilas amitties(medida meramente qualitativa)

Avaliando os resultados obtid@presentados neabela 7 foram selecionados para
o estudofragmentos que apresentamudanca de energiafavoraveisna passagenda
presenca dam fragmento par&inco fragmentos Assim,tendo em conta este critérfoi
escolhidgprimeirament® fragmentd da ovalbumind”MVLVNAIVFKG 83 que apresenta
inclusivamente umanergia de fibrilacdmaisfavoravel que o fragmento da btambénmem
estudo Foi também escolhidofeagmenta®YSFSLASRLYAE pelo facto deapresentar
uma energia prevista de fibrilacéwis favoével na presenca de cinco fragmentos, do que
o fragmento!®QAVHAAHAEI2%2 o Unico restanteque ndo foi excluido pelo critério
anteriot No caso do fragmentd*MVLVNAIVFKG 18 este fagmento 4 se encontra
identificadona literaturapor varios algoritmos como o Tanggue permite identificar a alta
propensédo para agregagao na conformagdo deffiofano um fragmento modelo para o
estudo da fibrilacafs5]. Estesfragments proteicos foranos escolhidos para formar um
pentdmero, cincaadeiasda mesmaequénciaem conformacédo de folg como uma
fibrila amiléide de omprimento reduzidoque permite o estudo da estabilidade em

diferentes sistemas, como na presenca de liquidos ionicos.
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Tabela 7 - Dados defragmentos dasequénciaotal da proteina ovalbumina, comimerode
aminaacidos (AA) hidrofébicos, a sua percentagenseguénci& a melhor energia para a fibrilagao,
estando também apresentados aodgara o fragmento do peptidesiaamildide para efeitos de
comparacagdados obtidos pelo algoritniRasta 2.0 no diade Junho de Z0).

Melhor energia
o N° de N° de AA % AA o
Sequéncia ) . } . para fibrilagéo /
AA hidrofébicos | hidrofobicos
IPEU
1I6KLVFFA2LA D 6 5 833 -4,539
Pentamero KLVFFA 30 25 -15,338
98YSFSLASRLYAE® 12 7 -1,377
Pentamero 583
60 35 -2,770
YSFSLASRLYAE
I3IVLVNAIVFKG 18 11 8 -9,287
Pentamero 727
55 40 -35,739
MVLVNAIVFKG
1I9QAMPFRVT?92 8 5 -1,725
Pentamero 625
40 25 -1,725
QAMPFRVT
204ESKPVQMMYQIGLFRVASM?4 19 11 -3,199
Pentamero 579
95 55 -3,199
ESKPVQMMYQIGLFRVASM
22IKMKILELP 234 8 5 -2,213
Pentamero 625
40 25 -2,213
KMKILELP
240 SMLVLLP 247 8 7 -4,453
Pentamero 875
40 35 -4,453
MSMLVLLP
2IEERKIKVYLP284 10 4 -3,828
Pentamero 400
50 30 -3,828
EERKIKVYLP
288\[KMEEKYN 293 8 2 -0,371
Pentamero 250
40 10 -0,371
MKMEEKYN
S26QAVHAAHAEI 335 10 6 -0,920
Pentamero 600
50 30 -2,042
QAVHAAHAEI

PEU Pasta energy unitequivalente a 1,192 Kcal/mol

57



3.4 Avaliacéo das ligacdes deitirogénio inter-cadeias proteicas

Para todos os sistemas em estudo, foi feita amaddiseda trajetoria obtida duramt
50 nsdedinamica moleculague permitiuavaliar aestabilidade dos agregados formados, o
tipo de conformacéo adotada e o efeitdidaido i6nico nos sistemaforém, o tempo de
50 rs é limitado, ndo sendo de todo possivel ver o processo de agregacietccai@p
proteinas, que pode durar de segundos a horas, mas que permite verificar quais sao os
primeiros eventos moleculares que decorrem nos pentameros previamente formados, as
interagdes proteirproteina, entredrios outros parametros.

Com o objetivo @& verificar a estabilidade do pentdamero ao longo do tempo da
simulacaofoi primeiramenteestudado mumerode ligagdes de hidrogénio enbackbones
das 5 cadeias peptideaos trés fragmentos seleciongduss sistemas controlo e cams
liquidos i6GnicogCho][Arg] e [Cho][Tos]. Para issdoram identificados odtomos dadores
e aceitadoredo backbonedas cinco cadeiague tém a possibilidade d@mar ligacdes de
hidrogéniq tal como apresentado Rayura 32 Os critérios para a existéncia de ligacdes de
hidrogénio entre doi&tomos s&o estarem a udliatancia O 0 , 2 formarem umrigulo
U 30°, representado na Figura B®i possivel obter tambémmdmerode pares détomos
que apenas cumpriam o critérita distancia ndo apresentando @ngulo adequada
formacdo de ligacbes de hidrogénio, estando representados nos resultados por pares a

distancia inferiores a 0,35 nm
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Figura 32 - Exemplo de ligagBes de hidrogénio eriezkbonede duas cadeias do fragmento da
pr ot e 2%L¥FFA% com a distancia apresentada em A

~ H
-
( Y
\ -/
D A

Figura 33 - Critérios paraa existéncia de uma ligacao ddrbgéniq estando representad@omo
H, um dador, letra D, aceitador, letra A, digtanciae nt r e o dador e o0 aceit
formado entre os trés elementos.

E possivel verificarpara todos os sistemas estuglo, que as cadeias terminais
(representadas por C1 e)C&presentam um comportamento diferente comparando com as
cadeias inseridas na parte central do pentamero, semttneyode ligacdes de hidrogénio
efetivas muito proximo daumerode pares dé&iomos que apenas cumprem o requisito da
distancia também peldacto de naderemligacdes de hidrogénio nos dois lados da cadeia,
como nas restantes, 23 e C4 Analisando as ligacdes de hidrogénio entredsssistemas
controlo (sistemacom agua [Cho][Arg] e [Cho][Tos])paraof r a g me n fpoderdoa AD
verificar que mmumerode ligagdes de hidrogénio efetivas é bastante semelhante para os trés
sistemasnéo havendo uma diferenca evidente na comparagéo sistema cergrstiema
com liquidos idnicos. Este resultadodantrario ao queseria de espar, sendo esperado que
os liquidos ionicos tivessemieito estabilizador ou destabilizadoa conformagédo das
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cadeias peptidicaem comparagdo com o sistema contrpladendm numerode ligacdes
de hidrogénioefetivas ser utilizado para avaliar estaastidade (velFiguras 34 e 33.

Controlo

C1

Cc2

c3

C4

(o)

Figura 34 - Numerode ligacdes de hidrogéniatermolecularese nimerode paresde atomos
(aceitador e dadogdistancia inferior a 0,35 nm, mas que ndo se encontraguécéadequado para
formar ligacdes de hidrogénjmara o sistema controlo do pentdmero constituido pela sequéncia
KLVFFAZ,
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mas que ndo se encontramng@o adequado para formar ligacdes de

hidrogénio parassistemacom o liquidadnico [Cho][Arg] e [Cho][Tos] do pentamero constituido

pela sequéncigKLVFFA?2L,

-

énio e numero
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Figura 35- Numero de ligacdes de hidrog

distancia inferior a 0,36m,



Fazendo a mesnamalisepara os resultados obtidos pararagients selecionados
como modele daproteina @albumina, é verificado mesmo comportamento dispar entre
as cadeias terminais e @ntrais. No caso do fragmerfly SFSLASRLYAE? é possivel
verificar que onumerode ligacBes de hidrogénio encontrado para os trés sistemas € muito
diminuidg comparando com os 12 améeidos que cada cadeia apresenta, sendo que o
méximo de ligagdes de hidrogénio encontrado é,d®%aso do controj@ 3 no caso dos
dois sistemasam liquidos iénicos,\aliando aginco cadeias individualmente. No caso do
fragmento! *MVLVNAIVFKG 180 méximo dentimerode ligacbes de hidrogénio é&ra
o controlo e de 4 para os sistemas com liquidos i6nicos, apresentando 1&cidwsnoor
cadeig(ver anexd, Figuras B 1-4).

No caso ds dois fragmentos da ovalbuminestespossuem amir@idos que
apresentam capacidade de formar ligacdes de hidrotgmlzém na cadeia lateral, sendo
que no fragment®YSFSLASRLYAE® existem 5 aminacidos com esta caracteristica e 2
no fragmentd*MVLVNAIVFKG 183 Estacaracteristicaodeconduir ao nimeroreduzido
de ligacdes de hidrogéniatemoleculares entréackbonesestando assim pentamero
estabilizad@or ligacdes de hidrogénio entre caddiaterais. Para além disto, a capacidade
dassequénciaseenrolarem sobre si préprigeve ser tida em conta, pois a sua interacado
intramolecular leva a um aumento da estabilizacdo qar issohd uma inibicdo das
interacdes intermoleculares, consdigacdes de hidrogéniGomparando com os resultados
laboratoriais, podemos por a hipétese, dos agregados encontrados laboratorialmente com as
solucbes a pH 7, apresentarem uma conformacao estabilizada por ligacdes de hidrogénio,
com a mesma estabilidada solucao controlo e solu¢cdo com liquido idnico [Cho][Arg] no
caso doifagmento 181 do péptidedwetaamildide

Neste estudfoi apenas verificado numerode ligacdespor pontesde hidrogénio
em funcdo daempo da simulagéo, ndo tendo sido estuda@tagdo com o tempo de vida
destasPara além disso foram apenas calculadas ligacGes de hidrogénibamkivenes
devidoaexisténcia de &ios estudos que comprovam que a estabilidade de protofilamentos
é devida principalmente a interagfes deste géanm,com ainteracdes hidrofébicas, em
segundo plano, que envolvemcasleias lateraid 2], [39]. Existem no entantestudos com
conclusdes divergentesnde se verificoque a formacédo da folfla car act er 2 st i
agregadosamiloides é formada devidas ligaces de hidrogénio entvackbonestal como

referido anteriormente&gmboraa estailidade da estrutura sejjafl uenciadgrincipalmente
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por interacdes entre cadeias laterdi61]. Assim, o facto de termos estudado apenas as
ligacbes de hidrogénio ente backbonedas cadeias pode ocultar as ligacdes também
realizadas entre as cadeias latdEd2], apesar de tesido realizada uma avaliacdo de todas
as interacdesom a aproximacablM -PBSA, apresentada mapitulo3.7.

E possivel verificatambém quepara todos osréigmentos em estudo nimerode
ligacBes de hidrogéniodo apresenta para a maiarte das cadeias uma variacgoando
comparando os sistemas comduss liquidosionicos ([Cho][Arg] e [Cho][Toh. Assim,
estudouseo efeito dos liquidos ibnicos no&ros amnaoécidos constituintes dos pentameros
com o objetivode verificar a existéncia de interacdespecificasentre determinados
amindécidos e os components de liquido i6nico, que podem ser essenciais para a

estabilizacaddestabilizacdaaestrutura iicial usada.

3.5 Calculo da distancia minima entre componentes dodjuido iGnico eaminoécidos

Com as simulagfesealizadas consistemasconjugando opentameros proteicos
solvatados consolucfes aquosas tiguidosiénicosa 0,5 M ([Cho][Arg] e [Cho][Tos])
foram determinadaasdistancia minimas entre cada améantdo (de cada uma das cinco
cadeias constituintes do pentameraada um dos componenteslapido idnico (@niédo e
catidg para perceber o seu efeito na estabilidadeadaia Foramconstruidas funcbes de
densidade de probabilidade comdastancia minimasobtidas sendo questas descrevem
a probabilidade relativa den componente didquido ibnico se situar a umdada distancia
do aminoacido.

No caso do fragmentcadproteinad bem estudono sistemacom oliquido iénico
[Cho][Arg] 0,5M, é verificado que 0 anido e o catiénstituintesapresentam diferencas
no seu posicionamento relativo aos amandos, isto porque as topologias das curvas dos
graficosapresentandiferencas no seu comportamerttd como apresentadw Figura 36
No casodo catido[Cho]" e do anido [Arg] é verificadoque existem duasdistancia
preferenciaisevidenciadapor picos nos @ficos, sendo estagproximadamentde 0,2 nm
e 0,5 nm apresentando apesar dissdistanciade 0,2 m uma maior probabilidade de
ocorrénga em relagéo aos 0,5 nembora no caso do anido esta diferenca seja mais eyidente
para além desta diferenca € verificado também que cada um dos constituiidesddo

ionico tem diferentesdistancia minimas em relagdo ao mesmo aréimo da mesma
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Figura 36 - Grafices da funcdo da densidade de probabilidadalid&@nciaminima entre os
amino&idos pertencentes sequéncid®KLVFFA?! da proteinaA be os componentes dimuido
i6nico,ides[Cho]* e [Arg].

Avaliando os graficos referentes ao fragmentéd\da o catdo [Cho]", é verificado

gue para todas asdsias, o catidencontrase sempré& menordistanciados aminaécidos

fenilalanina (F), nomeadamente para trés cadeiama cadeiaterminal, definida como
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primeira cadeia, paraa segund e quarta correspondentesdi&tanciamenoré relativaa
fenilalanina na posicaodasequénci@nquanto que nas restantes, terceira e a (radea
(termina)), a distanciamenoré relativaa fenilalanina na posicdo quatm,que permite
concluir que ambos os amiwidos Enilalanina localizarse numa posicdobastante
proximadeste componenti liquidoidnico, exemplonaFigura37. A fenilalanina € o Unico
aminoacidoarongtico nasequéncialeste fragmentcsendo este um possivel fator para as
reduzidaglistancia em relacdo ao catidayidenciand@ue a sua cadeia lateral com anel
arongtico que apresentearacteristicas hidrofébicas pode permitir umeior aproximacao
ao iaocolinio, de forma a minimizar geucontacto com &gua. Existe para alémda
fenilalanina, a alanina (A; ndo pola)y, que apresentana maioria das cadeias, uma
probabilidade superior paralsstanciade aproximadamente Opn do que para 0,5 nmas
cadeias 1, 3 e blodos os restantes amiaoidos, Isina (K), leucina(L) e valina (V)
apresentam uma probabilidade superior de estan@maaistanciaaproximada de 0,5 nm
do colinia sendo considerados amécalos carregado positivamente, e ndo polares

respetivamente.

Figura 37 - Distanciaem A, entre o catidacolinio (a laranja)constituinte doliquido i6nico
[Cho][Arg] e o amindcido fenilalanina da quinta posicdo siquéncia®kLVFFA?! pertencent@
cadeia quatralo pentameroaos 50 nsla simulacddatomos de carbono para o catido colinio a
laranja e para a fenilalanina a azul, &tomos de hidrogéimianco, &tomos de azoto a azul e atomos
de oxigénio a vermelho

Para o ardio aginato € verificadpquepara as cinco cadeiasprobabilidade de este
anido se encontrar a urdastanciade~0,2 nmdo amingcido lisina € superior do que para
osrestantes amirgcidos- exemplo n&rigura 38 Este aminécido apresenta carga positiva
e por isso a sua maior proximidade em relacdo ao anido pode ser justificadiea o

eletrosética. Todos os outros ami@mdos constituintes apresentam um pipmamado de
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0,2 nmcom uma probabilidade superior do que a encontrageqcatia@olinio, e também

um pico aaproximadament8,5 rm tal como para o catidd jeferidqg coma probabilidade

de estar a essdistanciaa ser muito semelhanteas encontradas para 0s respetivos
aminacidoscomparando coro catido. Assimé possivel concluir que para o sistema que
inclui o liquido iénico constitiido [Cho][Arg], o colinio tem maia probabilidade de estar
proximo dos amindécidos fenilalanina enquanto queo aginato apresenta mais
probabildade de se encontrar mais proxidmamin@cido lising sendo também importante

a analisedasmédia e desvios padrdes dos resultados obtidos pela dificuldade de leitura

diretado gfico para todos os amiaoidos- Figura39.

Figura 38 - Distancia em Aentre o anifo arginat¢a laranja) constituinte do liquido i6nico
[Cho][Arg] e o amindcidolisina da sequéncidKLVFFA? pertencent@ cadeiaum do pentamero,

aos 50 s dasimulacdqatomos de carbono para o anido colinio a laranja e para a lisina a azul, atomos
de hidrogénio a branco, &tomos de azoto a azul e atomos de oxigénio a vermelho)

66



Colinio Arginato

12 12
1 T— 1
2
£ o0 £ o8
g H
: :
Cl = o5 2 o6
F F
g 2
g g
£ 0a S 04 %
& &
02 T 02 1
0 0
[ TS IR PR R A E HxE Ev EfEf Ha
14 12
12 1
g 1 g
< g 08
£ H
c2 ™
2 2 06
Z 06 8
2 2
g 5 o4
& 04 &
02 02 ; | == 1
0 0
BB EvEiEf B EcEI EvEiEf W
14 12
12 1 .
C3 ¢ g . T
= = o8 |
£ £
S o8 g
2 2 06 |
g 06 3 |
g = |
g g o4 |
& 04 & |
02 02 1 |
0 0
BB EvEiE Ea BN EvEfEf W
1,2 12
1 1 T 1 - -
H 5
g 08 £ o8
g €
g §
2 2
C4 2 06 . 2 06 . |
- E 3
T z
g g
g 04 1 S 04 |
& a x
02 U 02 1 |
0 0
HcEI EvE{Ef Ea [ I I8 CA-I8 I3 B
1,2 1,2
1 T 1 1
: : .
£ o8 | £ o8 T
£ £
H H
o\ . :
D 2 o6 2 o6 I
E E
3 . ]
g o4 I . g o4
& &
02 E—1 02 * |
0 0
HcE Ev HfHf Ha Mk H Hv BfEf Wa

Figura 39 - Diagramas de caixa e bigodésdistanciaminima entre os amididos dasequéncia
1KLVFFA2t e os componentes tiguidoiodnico, ides colinio erginato.

As distancia aproximadas de 0,8m evidente para todos 0s sistemas em estudo
podem ser indicativa de interacao idamincécido, entre doisitomos diretamenteembora

os picos visualizados a aproximadame@t® nmpossanser indicativosle uma interacao
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ido-aminaacido aumadistanciasuperior,ndointeragindodiretamente mapor intermédio

de moléculas dégua constituintemaioritario do solvente, que se podem localigatre as

duas moléculas, mas que pode ndo ser um fator impeditivo para que as interacdes
componente diquidoionico e aminécido existam.

Para o segundo sistema com o pentamero constituido pela sedfi€hvigFA 2!
solvatado com [Cho][Tos] 0,M, podemos verificar que para o catido [Chekistem
novamente as duas distancias com picos bem definidos, aproximadamente a 0,2 e a 0,5 nm
(ver Anexo C,Figura C. ). Para o aniapros] nédo é verificado o mesmo comportartee
queparao catiag sendo também dispan dnido do sistema anteriersendo visivel o pico
a aproximadamen®2 nm A 0,5 nm apenagalanina apresenta um pico definido em todas
as cadeias. Avaliando os ides constituintes do liquido idnico indimduote, a
probabilidade dado [Cho] se posicionar pertde fenilalanina é superior aos restantes,
estand com uma probabilidade superfenilalaninana posi¢éo 4 enmds cadeias, cadeia
1, 2 e 5 e a fenilalanina da posi¢éo 5 nas restaalesomo ncsistema anterigembora a
alanina tenha também um pequeno pico na distancia inféj@man(imagem exemplem
Anexo C, Figura C2).

Para o caso do [Toskeao conrario do caso do aéb [Arg], hdo existe nenhuma
evidénciada existéncialo anidoperto de nenhum amiécido espedico, apresentandpara
todos os amindidos probabilidadeslevadasde se situar perto de esté@sexcecdoda
alaninaterminalqueapresenta um pico diminuido datanciade ~0,2 nmem relacdo aos
outros aminécidos e € também o Unico que apresenta em todas cadeias uma probabilidade
visivel de se situar aproximadament®,5 nm (imagem exemplo da proximidade dos
aminoacidoscom este componente, emexo G FiguraC. 3 e Figura C 4). Assim é
possivel cacluir que para o anido [Tosh aproximacdo dos amiandos nao éeletiva
apenas pela sua carga, mas provavelmente por tedosstantes (que naolisina que
apresenta carga positivapresentarem cadeias laterais hidrofébicas, podassionter
menor contact com aagua.

No caso dos fragmentos da ovalbumina, existe uma variedade superior de tipos de
aminacidos, mas tal como no fragmentoAl#® existem dois picos rdistanciaaproximada
de 0,2 e 0,5 m, tanto para o catidfCho]" como para o anido [Arg]embora o pico
correspondenta distancia~0,2 rm seja superior para o anido em todas as cadeias do que

para o catidpevidenciando uma maior probabilidade de se encontrar maig.psa
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interac&o d fragmentale ovalbumin&®YSFSLASRLYAE® com [Cho}, € verificadgara
todas as cadeiapiea probabilidade superior de se encontrar a distdnciamenor existe
para oglutamato(E), em quatro cadeiaggspetivamentdois,trés quatro e cinco, enquanto
que a irosina (Y) da posicdo 1Gse encontra numa cadeia, mas encesgr&om uma
probabilidademuito proximatal como a tirosina da posicac AnexoC, Figura C5. No
caso do glutamato este éregado negativamente com caracteristicas polaras apesar
disso, é verificado qua suadistanciaao catidocolinio pode indicar uma interacéo

eletrosética com este Anexo C, Figura C6. Por outro ladoas duas tirosinas que a

sequénciaapresenta mostram também uma probabilidade superior de se situarem a uma

distanciaaproximadade Q2 nm. Ete aminécido € considerado polar, apresentando um
grupo hidroxilo que pode efetuar ligacdes de hidrogémidevan defWaals com o solvente,
podendo assim ser este otimo da proximidade com eolinio. O picoa ~0,5 nmé uniforme
para todos os amidoidos, ndo havendo a evit®a de nenhumsendo a probabilidade de
se encontraum ido[Cho]" a estadistanciaaproximadamente a mesma para 0s Isiate
anterioreglescritos.

No caso do anido [ArgE verificado para todas as cadeias g@minoacidocom
maior probabilidade dser encontradnas redondezas deste anigarginina d posicao 8
(ver Anexo C, Figura 7). Este aminécido temcarga positiva e pode interagir com o aniao,
masa suacompkmentaridadede estruturas pode ser uma hipotese padestanciaser
pequenaem comparacdo com os restantemdo ja sido verificadpara apr ot e2 n a
guemiotripsogeniogue o0 aminécido que permanece emaior contacto com o ido da
argininaé a arginina tal como verificado no nosso sistgt6d]. Para além disso o segundo
amincécido com maior probabilidade de estar a matistanciaé a tirosina da posi¢aq 1
por obsevacaodiretaou por avaliacdo datistancias médiaser Anexo C, Figura C8).

Para o sistema comliguido idnico [Cho][Tos], é verificado tatomoemtodos os
sistemas § referidos anteriormente destaque dos mesmos dois picos pardistdncia
minima (ver Anexo C, Figura C9). Apesardisso, existenvarios aminccidos com alta
probabilidade de estarem a padistanciado componentfCho]", podendserevidenciado
o glutamato, g referido no sistema anterior para este catido, a fenilalanina, e as tirosinas da
posicdo 1 e l(apresentada imagem exemptmAnexo C, Figura C10 Paraadistanciade
0,5 M, todos os amiraeidos apresentam um picdmilar ao todos os sistemas ¢feridos,

mas em que naocathegemonia de nenhuamindcido. Para o anido [TOs}é novamente
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dificil identificar quais sdo os amiétidos que se encontram com maior probabilidade a
uma menordistancia havendo véas sobreposi¢cdesApesar disso0s que rais se
evidencianpor leituradiretado giéfico e por verificacdo dagistancia minimasmédiasséo

a fenilalanina, a serirdaposicéo 4 aleucina dagosicéesd e 9 eaargining apresentados
nosAnexo C, Figuras C11 e 12 Por outro lado, é verificado que o pico mais visivel na
distanciade 0,5 nmé para o amirgido glutamato, paehdo isto ser devido as cargas de
sinais contrarios que térandéncigara se repelirem

Com a segundaequéncialo fragmento da ovalbumin&3VLVNAIVFKG 8 ¢
possivel verificar no sistema com [Cho][Argleexistemnovamentens dois picoscomo
em todos os sistemas amvees naglistancia ja referidas (visualizar Anexo C, Figura.C
13). Para o catido colinioardistancia~0,2 nm consegueseevidenciargue a fenilalanina e
a glicina(G) apresentarsecoma maior probabilidade de estana estadistancia ambos
ndo polares e a glicina apresentando uma curta cadeia hidrotélida,a cadeia 4 uma
excecao neste comportamenter imagem exemploAnexo C, Figura C14. No caso da
distanciade~0,5 nm é possivetvidencia a lisina com carga positiva, podendo se justificar
por repulsdo de cargasaenetionina e valina da posicdo 1 e 2 respetimate. No caso do
anido[Arg]-, évisivel a aproximacadefenilalanina, da metionina dgosi¢édo le da lisina
(ver Anexo GFiguras C. 15 e 18. Por outro ladoa distanciade 0,5 nma probabilidade de
encontrar a glicina perto do componej#eg] - € superior aos restantes anécidos.

Parao mesmo fragmento nsistema conjCho][Tos], sdo encontradass mesmos
dois picospara a probabilidade de ocorréncia distancia minimasde ~0,2 e 0,5 nm
apresentados no Anexo C, Figural@ Para o caso déo [Cho], ndo é possivevidencia
0s amincgcidos que se situam majsréximosdeste componente dimuido ibnico, mas é
possivel verificar que os ami@mdos que apresentaprobabilidade de se encon&ara
umadistanciade 0,5 nnsdoavalina, alanina aisoleucinal) (ver Anexo C, Figur&. 18).
Para o caso do anido [To€] possivel verificar quedhum pico principal para todos os
aminacidosnadistancia~0,2 nm comuma pequena diminuicata glicina,sendo este o
aminacido que tem um pico awentado perto dos 0,5 nmeas cadeiz 1,4 e 5(ver Anexo
C, Figuras C19 e 20.

Para todos os sistemas foi verificadaedetividade dogomponentes ddiquido
ionico pela proximidade amindcidos especificgscomo 0s que apresentavam cargas

sinal contrarigpreferencialmentanas o fator paralémda carga do amidoido que permite
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umamenordistanciaentrecomponente diéquidoionico e aminécido, ndo se encontra bem
definido. Por isso, foi verificado se o fator hidrofobicidade dos afmnidos erao fator
seletivo para estas mudancas dastancid. Tendo em conta a ordem de hidrofobicidade
para os amirgidos constitintes dos diferentes pentamefb64], € possivel verificar que
a ordem de hidrofobicidade ndo é o fator dateante para umdistanciaseletivaentre
componente diéquido idnico-amindcido.

Estadistanciaapesar de ser seletivmalguns aspetosg,evidéncia que existe uma
interacdo componente tquido-idnico aminacido envolvendo a maioria d@ninacidos
das cadeia (visivel pelo aspeto dos djicos). Por outro lado, o pico a ~0,5 nm, pode ser
evidéncigpara a existéncia dena esfera de solvatacdoaigeig sendo queom esta hipbétese
€ possivel também ter em conta guieteracdo amiragido-amincécido inter-cadeiapode
nao serfeita i r et a me n medjacdm a giqupladanicofeagua Como areferido,
0 mecanismo de formacao de fibrilas encesgpouco compreendido,especificandm
papel deéégguaneste processo, a informacao é também bastante escassa. Para a proteina tau,
uma das proteinas também relacionada com a doenca do Alzheimer, foi verificado que
comparando mondmeros da proteina com a fikaitarmada, a esfera de hidratacamais
moével na superficie destaltima, enquanto que por uso de simulacbes de dinamica
molecular, o uso de fragmentos da proteina tau, como modelos ganairtio do nucleo
central das fibrilas, permitiu verificgue a dinAmica daguaera bastante reduzida apo6s a
formacdaode fibrilas[165], sendo que a mobilidade das moléculasgleavai favorecer
entropicamente o procesgssim, é possivel verificar que a esfera de hidratactmbém
a sua mobilidade, afeta a dispgio dos liquidos idnicos modifica o mecanismo de
fibrilacdo e a estdlidadedos agregados formadagendo o0 mesmo também visivel pelos

resultados laboratoriais obtidoegueendomais estudas
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3.6 SASA(Solvent acessible surface area

A ferramenta 8SA (Solvent acessible surfaceea) do Gromacsdefine asareas
hidrofilicas e hidrofobicasde acordo cona natureza dos aminoacigdegndo analisada
&rea de superficie acessivel aoveoke num raio de 04 nm.Pela andlise dos graficos é
possivel visualizague os residuos hidrofébicos apresentam uma ragardesuperficie
acessivel ao solvent® que os residuos hidrofilicgsara todos os sistemas em estid
Figura 40é possivel visualizar os graficos de SASA referentes aos sigpanzas péptideo
18K LVFFA2L No sistema controloexiste uma grande oscilacio @&ASA para 0s
aminacidos hidrofébicos, o que ndo acontece meraistemas com liquidos iGnicqara
os sistemas contiquidos i6nicosa area de solvente acessivel mans&monstantetanto
paraos residuos hidrofébicos camaraosresiduosidrofilicos.No caso do pentamesmn
estudo, todosos amin@cidos inicialmente encontravarse igualmente expostos &0
solvente eos resultados obtidosostrangue os amin&idos hidrofébicos apresentam uma
area superficial elevadag®nsante em contacto com o solveritim caso dos sistemas com
liguidos i6nicos, ndo existe uma diferenca significativa na area superficial acessivel
comparando os dois, sendo gugequena distancidos componentes dimuido idnico aos
aminoacidos ansttuintes do pentamero, potke/orecera que a conforacdo se mantenha

constante, contribuindo paaalevadaarea de gperficie acessivel

72



40

35

wl (=] uw
™~ o~ —

Wu feary

tavay
0Z69%F
95ESY
CELEY
8Ty
990
00T6E
9ESLE
TLBSE
80vveE
L2414
08etre
9Ti6e
Z5T18T
88597
vzost
09vET
9681C
CEE0T
89/8T
vOzLT
0p9sT
9L0VT
CISeT
8r60T
v8E6

0Z8L

9529

69t

87Tc

vasT

Tempo/ps

o Hidrofdbico e Hidrofilico

uw
m

o
"

[T4]
~

(=] 7,1
™~ -

L feary

o
—

varay
02691
95ESY
TBLEY
8TITY
9901
00T6E
9EGLE
TLBSE
80VVE
La:Ta
08ZTE
9TL6T
S18T
88597
veose
09vET
968TC
CEL0T
B9/8T
YOZLT
0r9sT
9L0vT
CIsCT
8r60T
v8E6

0Z8L

9529

69t

8¢1e

vastT

Tempo/ ps

Hidrofilico

e Hidrofébico

35

30

(=] w
o~ —

LU feary

10

versy
02691
95est
T6LEY
8Ty
v990v
00T6E
9ESLE
TL6SE
80¥vE
vrece
08TTE
9TL6T
[AT &:14
88597
vzose
09¥€T
968T¢C
CEE0T
89481
VOTLT
0r9sT
9L0VT
TISTT
8Y60T
v8E6
0e8L
95¢9
69
8¢1E
YISt

Tempo/ ps

e Hidrofobico e Hidrofilico

| ao solvente tendo em conta oseidusdidrofébicos e

z

icie acessive

e

Figura 40 - Area de superf
hidrofilicos do pentamero com®KLVFFA?!, A- sistema controlo, Bsistema como liquido

.z

[Cho][Tos]

onico

o[Cho][Arg], C- sistema com tiquido i6

ionic

73



No ca® do fragmentada ovalbuming®YSFSLASRLYAE, é verificado para o
sistemacontrolo que B uma diminuicdo abruptda SASANO inicio da simulacdo dos
aminacidos hidrofobicos (ver Anexo D- FiguraD. 1), estandoa area dos amindcidos
hidrofobicos e hidrofilicoeom uma diferencde areanuito pequena, ao coatio do que
acatecepara o sistema controlo do pentamero coseguéncid®k LVFFA?! da proteina
A be como fragmentd “MVLVNAIVFKG #também da profaaovalbumina yer Anexo
D- Figura D 2). Este comportamento disppode significar a existéncia de mudancas
conformacionaiga estrutura proteiganstituida por este fragmento; enquanto queaso
do pentamero com sequéncid "MVLVNAIVFKG 183 o sistema controlo apresenta um
comportamentgoonstante para as duaeas, tal como para os sistemas tigpndosionicos.

Com estesresultados tornese relevante avaliar a estrutura secundaria dos
pentameros, que foi realizada com a ferramenta D&8Rjos resultados sapresentado
emAnexo D- Figuras D 3-5. Foi possivel verificar que para o pentdmero constituido pelo
fragmento de ovalbumin®YSFSLASRLYAE', siovisiveisestrutura em folhab | oc ai s
no sistema controla que néo é visivel para os sistemas com liquidos iGnR@soutro
lado, para o pentame com o fragmentd” MVLVNAIVFKG 183 existen evidécias de
folhasb | onosatiés sisteas, mas constituidgoor menor nimero de aminoacidos
comparando com o sistema contrdim fragmento anterior descritBara o pentamero do
fragmento 1°KLVFFA?2! foi verificado que para todos os sistemas existtambém
localmente estruturas em fotba

A diferenca entre as areas acessiveis ao solvente entre aminoacidos hidrofébicos e
hidrofilicos esta relacionada comabtencdale agregados com folkd | oserald este
fenébmeno mais evidente para o pentdmero com a seqUEVSBESLASRLYAE, no
sistema controlo, @ que a diferenca entre a SASA de aminoéacidos hidrofobicos e
hidrofilicos € muito diminuida, demostrando que existiu umaamgeal conformacional que
permiteaumentar a exposicao ao solvente dosnoacidos hidrofilicos a ocorréncia de
folhas-b | o dasi sistemas com a sequéncia ®KLVFFA?! e a sequéncia
3MVLVNAIVFKG 83 aestrutura securdtia local em folhab por analisedos graficos de
DSSPmantén-se constantao longo da simulagatal como os valores de area acessieel
solvente daminoéacidos hidrofébicos e hidrofilicospesar dasfolhae | ocai s encon
nos sistemas, a maifracdodos aminoacidos constituintes de todos os pentameros dos

sistema, encontrase sem uma estrutura secundaria definida, havendo assim evidéncias que
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os agregados formados s&o de natureza aniota-se que esteagregadoséo de uma
enormeimportancia pracompreender as diferengas entre os mecanisi&dsrmacaale
agregados do tipo amiléide e amorfo

Tendo em conta também os dados laboratoriais, € possivel verificar que para o
fragmento da proteind b foram obtidos agregados morfologicamente amorfos po
visualizacdo das imagens microscopicas, tal como nas simula¢des de dindmica molecular
em meio a pH 7 no sistema controlo, embora 0 mesmo nao se tenha verificado
laboratorialmentg@ara as amostras com liquidos ionioasna concentracdo @5 M para
estasequénciaA formacao de agregados amorfambém néadoi verificadapara a proteina
ovalbumina nas solu¢Bes com as concentracdégquddo ionico [Cho][Arg] e [Cho][Tos]
0,5 M, nem para a solucdo contrdiboratorialmenteO estudo laboratorial para ast
amostras dmrreu apenas durante 3 diasd@odocom o aumento do tempo de estudo
ocorrer a formacdo de agregados nas solugbes em que ndo foram encodé¢rados
cinética da reacdnvolvida. Assimas simula¢cdes de MD permitesuporque aocorréncia
de agregados Btas condi¢cdes laboratoriageria possivelmas os agregados teriam

morfologia amorfa, com ocorréncia localizada de estrutura séatamean folhab .

3.7 MM -PBSA (Molecular MechanicsPoisson Boltzmann Surface Arga

O cdculo da decomposicao de energia livre de ligacdo das cinco cadeias que
constituem os pentameros dos sistemas em estudo, no controlo e na presenca dos dois
liquidos iénicos no solventti feito com recurso ao MNPBSA pelderramentay_mmpbsa
[166]. O MM-PBSA determina a energia livebsolutausando trés termos energéticos,
sendo o primeiro a mudanca de energia potenciakcuchd0 Qqueinclui as ligacdes
bondede asnonbondedrespetivamentdigacdes angulosdiedros enonbondedvan der

Waalse interacdes eletrasicas de acordo com aquacadb,

% 0 (0 (0 (15)

No segunddermo é tido em conta a retirada de solvente das espéni estudo,
sendo quantificadpelo uso de um modelo de solvatacdo implicito, usando as energias

polares e népolares de solvatacdal comoapresentado naquacad.o,
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0 ep O Op (16)

sendo O as contribuicbes eletrosticas, estimada pela equacao de
Poi ssoni Bol,teZOpa n nas €oRtiblicohemndo eletrosticas sendo estas

diretamente proporcionais & SAS#endo dadepelaequacad?,

"Op r YO YO (17)

com| sendo aconstante de proporcionalidade e b uma constante de correcéo

empirica.

Por Utimo, o terceiro elemento tem em conta a conformacao entropica assaciada
formacdodo complexona fase gasosastando os trés termos anteriormente referidos

representados requacads

"0 @ O 60 s b0 "YY (18)

sendoT, a temperatura $a entropia do soluto.
Nos sistemas em estudo, a variacdo da energia livre de ligacdo das cinco cadeias de
peptideos utilizada pode sedadapelaequacad,

w0 sp O 0O 0 O O ° (19)

sendo™O a energia livre total de das cinco cadeias peptidigessgadase asO -

‘O , as energias livres totais das cinco cadeias no solapeteas constituido pagug ou
agua eliquidoionico.

A aproximacdo MMPBSA ¢ utilizada geralmente em solventes apenas compostos
por agua, embora possa ser utilizada noutro tipo de solversedp em conta que é
neces&rio ter atenca@ adaptacao dos parametros pastescom particular atencéo para a
constnte dielétrica, tensdo superficial e constante de correEpuibgadl7). Para o caso
do sistema com o solvente apenas composto qzara 0s parantes estado totalmente
definidos. N entantpo mesmo ndo acontece parasstemagnvolvenddiquidosionicos.
Para ocalculode MM-PBSA nestes solventg®dem ser abordadaarias metodologias, e
por isso foram utilizadas duas abordagens diferentes para comparacao de re@\adlos.

PBSA para os sistemas em estudo foi realizado derh@®O0 ps, devidaostempo de déulo
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elevado desta metodologia, com dabsrdagensliferentes Numa abordagem foi alterada

para 2CkJ mol * A'2 aconstante dielétrica do solvente contetigoidoionico, tendo como

termo de comparacao o valor dek80mol* A"?para adgua Numa segunda abordagem foi
alterado o raio dos componentes|iido iGnico e acrescentada a sua concentracao no
sistemade 0,5 M Na primeira abordagem, com a alteracdo da constante dielétrica do
solvente, € necessario ter em conta a dificuldade de medir esta propriedade para liquidos
iGnicos pois apresentam uma condutividade elétrica intrif$6ca

Avaliando os resultados obtidos Tabela 8é possivel verificar que existe uma
discrepéancia entre as duas abordagens para o calculo dBBEA e um elevado deio
padrdao na maioria dasstemaslevido as oscilacdes conformaciondas espécies proteicas
em estudoNo caso dos sistemas apenas solvatados com agua € possivel verificar que para
todos os fragmentos existe um favorecimento pela conformacdo em forma de pentamero, em
desfavoreanento das cadeias separadé@.caso dos sistemas que incluéguido iénico,

o fragmentd®KLVFFA?1 é o Gnico fragmento em que exigtara todos os valores obtidos,

um favorecimento do pentdmero em relacdo as cinco cadeias separadas. No caso dos
fragmenbs da ovalbumina, tendo em conta o degadrao associado, a energia livre de
agregacao para estes aparestar entre valores favoraveis e desfavoraveis de agregacao

por isso pode ndo existir uma conformaegtavel ao longo do tempo da simulagages

dados apesar de nos permitirem tirar conclusdes acerca da estabilidade das conformacoes
obtidas por MD baseiatse em duas metodologias que ndo tém em conta todas as
propriedades do sistema e em que foi necessério usar vastieslos devido a
complexdade do sistema, como a constante dielétrica do solvente, que podem interferir para
a diferenca de resultados nas duas metodologias.

Relacionando estes resultados com os obtidos laboratorialmente, € possivel concluir
gue é possivel encontrarmos agregadom conformacdo maioritariamente amorfa com
fohasb | ocai s, nas sol u-»es pPKLYFFAZY madbgmpasa pH 7
a concentracdo de 0,5 M de [Cho][Arg] e [Cho][Tos], no entanto seria necessario um
aumento do tempo de estudo, para estes poderem ser visiveis por microscopia. No entanto,
para a ovalbumina é necessario fazer estudos adicionais, tendo am disdrepancia de
resultados obtidos, ndo nos permitindo concluir se seria possivel encontrar agregados para
estas concentracdes de liquido i6nico com o aumento do tempo de estudo.

Tabela 8 - Energiadivres de ligacdo méds emkcal/mol com o desvigpadrao associadwo final
dos 50 nsle simulacé@ppara todos os sistemas em est{#fons para o sistema conpentameralo
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segundo fragmento de ovalbumina e [Cho][Joslilizando duas abordagens diferentes para o
calculo do MM-PBSA mudan¢a na constante dielétrica do solvente e alteragdo no raio e

concentracdo das espécies carregadas

Metodologias

Constante dielétrica

Sistema d Raio e Concentraca
0 solvente
Controlo -282,757 + 59,880
BKLVFFA?%! [Cho][Arg] -192,213+ 39,443 -159,15+ 98,667
[Cho][Tog -226,829+ 39,709 -144,759+ 97,238
Controlo -253,091+ 93,480
9BYSFSLASRLYAE"®? [Cho][Arg] 13,687+ 71,999 -179,651+ 223,473
[Cho][Tos] -14,339+ 89,151 -346,047+ 323,172
Controlo -109,452+ 61,833
I3MVLVNAIVFKG 183 [Cho][Arg] -90,747 + 87,555 302,887 +74,871
[Cho][Tos] -85,376 +87,783 351,472 + 108,175
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4. Conclusdes trabalho futuro

Tendo em conta a importancia do estudo do mecanismo de agregacao de proteinas,
tornase pertinente perceber o efeito das condigliesneioneste processoAssim, foi
estudadm efeito da insercdo de liquidos i6nicos, nomeadamente o arginato de colinio e o
tosilato de cbnio, na conformacéo proteichaboratorialmentegom o uso deim péptideo
modelo com preponderancia para a formacgdo de fha&KLVFFA2Y, foi possivel
verificar que para esta sequéncia a pll regacao é favorecida pelos liquidos iénicos,
devido a auséncia de agregados visireisontrolo, ao contréo do estud feito a pH 7 com
um tempo mais prolongado para o aparecimento deatasa solucdo com liquido iénico
No caso da ovalbuminanquanto que pamestudo a pH foram encontradoagregados
fibrilaresndo amiléides na presenca dgimato decolinio e agregadoamorfosna pesenca
de psilato decolinioa 0,05M, no caso do estudop 7, apenas o [Cho][Toshvorecea
formag&ode agregadosPor dtimo, para agproteinadotais da clara do ovo a pH 2 ndo se
verificou a formag&o de nenhum tipo @igregadpo que permitiu concluir que a estrutura
primariaproteicaesta relacionada fortemente conmecanismo de agregac&mao tendo
havido nenhum favorecimento da agregacéao pela presenca dos liquidos i@dossstes
resultadopermitiramverificar também que o pH é um fator importante para a formacao de
agregados e para @nética do mecanismoA disparidadeentre tempos de formagé
(principalmente no caso dagpli€as da amostra coftho][Arg] a 0,05M pH 2) permite
concluir que o mecanismo derfmacdo de agregados tanto amorfos como fibrilares
encontrase ainda pouco compreendidassim, tornase relevanteestudar no futuro as
mesmas amostrase (com concentracdes de liquidos i6nicos imi&dis), mas sob
temperatura controlada e com controlo da forca ibeigdd das solucdes, podendo estes
serem fatores determinantes para os resultados dispares .oRtitasbém de elevada
relevancia utilizarécnicas como FTIRFourier-transform infrared spectroscopg DLS
(Dynamic light scattering para se conseguir uma&aracterizagaanais completados
agregados formados.

Devido acs diferentes efeitos dobquidos ibnicos na agegacdo de proteinas
verificadoslaboratorialmenteas simulacdes de dinamica molecular p&ram verificar,
com o uso de fragmentos geoteinas que existe uma interagcdo dos componentes dos

liguidosionicos com os amiréidos da proteina. Foi observado que ha uma estabilizagéo
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inter-cadeia por ligacdes de hidrogénime possibilita a estabilizagdo localizada de
estruturas em forma de folfia,  c rsticade fibeilas amildides, mesmo qaeestrutura

dos agregados sefaaioritariamente sem estrutura secarraddefinida, pdendo o mesmo

ser verificado com os agregados amorfos quanfoencontrados nas amostras @stias
laboratorialmenteA interacdo dos liquidos ibnicos com os aminoacidos constituintes dos
fragmentos das proteing&sevidente com as digidias minimas encontradas entre eles,
garantindo que existe uma fungdm cada on dos componentes déiguidosionicosnas
mudancas conformacionais das protei@salculo doMM-PBSA mostrou que apesar de

os valores de energia livre de associacdo encontrados n&o permitirem concluir
inequivocamente se a conformacdo em forma de agre@aahais favoravel do que a
conformacédo em cadeias separadas, existem variacdes nos valores obtidos para os diferentes
fragmentos nos liquidos i6nicos em estudo que precisam de ser estudados para perceber o
mecanismo comum ou 0s varios mecanismos que lafanmacao de agregados proteicos
nestes solventefssim, é importante estudar futuramente com recurso a MD diferentes
concentracdes de liquidos ionicpara comparacao com os resultados obtidos para estas
concentracdes e com os resultados obtidos lalr@knente, tal comoealizarsimulacdes

dos mesmos sistemas a pHjunto com MD de maior duragdo e com amostragens mais

representativas
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Anexos
Anexo A
Tabela A.1 - Pesagens realizadas para obter as concentractes de 0,05 @eJ6ho][Arg] € 0,5

M de [Cho][Tos] nos sistemas com o fragmentAde 128 e 4gua pH 2/PBS, com uma incerteza
associada de * 0,05 mg.

Solucdao stock do .
fragmeglto peptideo d¢ Liquidoionico / mg A PR
Ab |/ mg mg
Controlo 250,00 0,00 250,00
0,05M [Cho][Arg] 250,00 7,00 243,00
0,5M [Cho][Arg] 250,00 67,00 183,00
0,5M [Cho][Tos] 250,00 69,00 181,00

Tabela A. 2 - Pesagens realizadas para obter as concentracdes de 0,05 M 8ee[Cho][Arg] e
[Cho][Tos] nos sistemas com a proteina ovalbuneirdgua pH 2/PBS, respetivamente, com uma
incerteza associada de +0,05 mg.

Solucéo stock de . Agua pH=2/ PBS /
. Liquido i6nico / mg
ovalbumina / mg mg

Controlo 500,00 0,00 500,00
0,05M [Cho][Arg] 500,00 14,00 486,00
0,5M [Cho][Arg] 500,00 139,00 361,00
1 M [Cho][Arg] 500,00 278,00 222,00
0,05M [Cho][Tos] 500,00 14,00 486,00
0,5M [Cho][Tos] 500,00 140,00 360,00
1 M [Cho][Tos] 500,00 280,00 220,00

Tabela A. 3- Pesagensealizadas para obter as concentracdes de 0,05, ON6 @elArginato de
colinionos sistemas com as proteinas totais da clara do&yaa pH 2, com uma incerteza associada
de = 0,05 mg.

Solucéo stock de
proteinas totais da clarl Liquido i6rico / mg Agua pH=2 / mg
do ovo / mg
Controlo 500,00 0,00 500,00
0,05M [Cho][Arg] 500,00 14,00 486,00
0,5M [Cho][Arg] 500,00 139,00 361,00
1 M [Cho][Arg] 500,00 278,00 222,00
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Anexo B

Controlo

c1

Tempo/ ps

e igag0es d0 H e Pares 3 distancia <0.35 m

c2

—igachesdeH  mmmPates a distancia <0.35 nm

c3

c4

Cc5

Figura B. 1 - Numero de ligagcdes de hidrogénio e pares de atomos (aceitador e dador) a menos de
0,35 nm de distancia para o sistema controlo do pentamero constituido pela sequéncia
%8YSFSLASRLYAE!®®,

92



inio

Tosilato de Col

e

Arginato de Colinio

ki

versYy
0z69%
9SESP
bLEY
8Ly

0016€
9ESLE
U6SE
BOVYE
8ZE
08Z1E
96T
75187
88592
v2ose

96817
Ee0T
89/8T
vozLT
ovost
aovt
aser
8v60T
v8E6
o0zsL
9529
w69v
:14¢3
vost

vevsy
0269%
9asESY
wLEY
sy
9908
0016€
9ESLE
L65E
BOVYE
wsze
0821€
a6t
5187
88S9T
vZosz
09vET
9681C
€80T
8981
ozt
oSt
aLort
aser
8reot
¥8E6

08¢

asz9

69y

E:14¢3

oSt

Tempo/ ps

Tempo/ ps

w—Pares a distancia <0.35 nm

w—igagBes de H

Pares a distancia <0.35 nm

w—igagbes de H

30

25

vBE6
0Z8¢L
9529
69%
1483
oSt
o

verey
0769
9SESY
6LEY
gLy
v990¥
0016€
9ESLE
U65E
BOMVE
Yw8ZE
08z1e
9L6T

518
88597
¥Zosz
09veT
96812

Tempo/ ps

E€0T
89/81
vozLt
oSt
9uLovt
st
8Y60T

veysy
0269¢%
9éESY
WHLEY
8Ty
990
00T6€
9ESLE
UBSE

ve8ze
08z1e
a6t
5187
88597
vZose
09vET
9681
[432114
89481
ozt
or9st
aort
[45744
8Y601
Vv8E6

08

K529

69y

871

oSt

Tempo/ ps

w—Pares a distancia <0.35 nm

—igaghes de H

Pares a distancia <0.35 nm

LigagBes de H

30

25

15

10

0

v8vsy
0Z69%
9SESY
wLEy
sy
¥990r
0016€
9ESLE
(24243

wwaze
o8zie
9aL6T
[4q¢.14
88597
¥20sT
09vET
9681T
(437174
89481
rozLT
ovost
Lovt
(48344
8V60T
v8E6

0z3L

9529

69v

8I1e

vostT

vBysYy
0z69y
9SESY
6LEY
sy

0016€
9ESLE
L6SE
BOVVE
WWBLE
08Z1¢€
a6t
5182
83597
¥Z05T
09vET
9681T
fa34i74
89/81
yozLT
(L
aovt
(48744
V60T
v8E6

0z8L

95579

69y

8Z1E

vast

Tempo/ ps

Tempo/ ps

Pares a distancia <0.35 nm

— ligagGes de H

Pares a distancia <0.35 nm

—Ligaghes de H

30

30

25

25

vBYSY
0769y
9SESY
w6LEY
8Ly
990¥
0016€
FESLE
UBSE
B0VYE
Yv8ze
0821
9TL6T
5182
88597
V05T
0ovEZ
9%681T
(43314
8981
$0zLT
or9sT
aort
[45744
8601
v8E6

0z8L

9529

69y

8U1E

$ostT

vavsYy
0z6sy
H5ESY
WwLEy
sy

00T6E
GESLE
wese
B0WVE
YY8ZE
17443
L6
18T
88592
yzose
L34
%6812
TEL0T
89.81
YozLT
orost
aLovt
sz
8601
v8E6

0z8L

9sz9

69%

871€

vost

Tempo/ ps

Tempo/ ps

Pares a distancia <0.35 nm

LigagBes de H

Pares a distancia <0.35 nm

Ligages de H

W~ OWT MmN -O

9TL6
518
8859
V205

9681,
TEE0
89.8
LA
09
9LOv
ase
8¥60°
V86
0z8L
9529
69%
8U1€
oSt

87€8Y
2099
U8y
0STEY
vty
8696¢€
UbLE
9r29e
0zsve
v6LlE
890T€
weeT
9Lz
06857
YT
8EVTT
ot
98681
09T
vESST
808ET
8021
95€0T
0€98

v069

8L1S

5PE

U

vBY8Y
0769%
95ESY
WbLey
sy

0016€
9ESLE
U6SE
S0ME
wWale
0871€

14
{4
14
14

Tempo/ ps

(4
14
1
T
T
T
T
T

Tempo/ ps

w— Pares a distancia <0.35 nm

Ligagdes de H

= Pates a distancia <0.35 nm

—|igagOes de H

Figura B. 2 - Namero de ligac6es de hidrogénio e pares de atomeisa@ar e dador) a menos de

tuido por

t

dos iénicos do pentamero cons

iqui

7

istemas com os dois |

ancia para os s

A

0,35 nm de dist

9YSFSLASRLYAE!,

93



Controlo

DWW MmN O

Cl

baray
oz6ar
9sEst
Z6LEY
87T
$990¥
00T6E
9ESLE
22658
80pVE
vraze
0821
au6T
z5182
88597
¥T0ST
09VET
96817
ze€07
89481
POTLT
0v9sT
azopT
[a74s
BH60T
v8E6
0z8s
asz9
26w
fra i3
pasT

Tempo/ ps

Pares a distancia <0.35 nm

Ligagfies de H

20

10

c2

vaver
oz6ar
9sEsk
T6LEL
szezy
vagor
00T6E
9ESLE
zL65E
BOVYE
P8TE
082TE
9TL6T
7ST8T
88592
¥Z0ST
0gvET
968TZ
TEEOT
8981
vOTLT
orasT
90T
fatTal
8r60T
¥8€6
0Z8L
9529
69
871
95T
0

Tempo/ ps

Pares a distancia <0.35 nm

Ligagdes de H

25

20

15

10

Cc3

bErEY
07691
95ESH
T6LEY
arzey
$9901
00T6E
9ESLE
TLBSE
BOVVE
hi143
08ZTE
9TL6T
75187
88597
$T0ST
09VET
968TT
TEE0T
89.8T
POZLT
orasT
9L0vT
szt
8Y60T
PREG
08
9579
W69r
fradd
$95T
0

Tempo/ ps

Pares a distancia <0.35 nm

LigagBes de H

ravey
oz69y
9SESY
T6LEY
8zzTy
¥9907
00T6E
9E5LE
TL65E
80VPE
PYEZE
o08z1e
91462
75187
88592
vzosT
09vET
9681TT
7EE0T
89.81
vOziT
ovesT
Lot
ziset
8v60T
¥8E6

0z8c

9579

z6ar

8zTE

¥9sT

Tempo/ ps

Pares a distancia <0.35 nm

Ligagdes de H

v
@]

vevey
oz69Y
95ESH
z6LEy
fraady
pagop
0016€
9E5LE
7465¢
80VVE
YY8ZE
0871
91262
25187
8859
PTOST
09vET
96812
2EE0T
89,81
vOzTLT
oresT
9L0PT
fact1as
8Y60T
PBEG

0z8L

9579

269%

fras

$95T

Tempo/ ps

= Pares a distancia <0.35 nm

——LligagBes de H

Figura B. 3 - Numerode ligacdes de hidrogénio e paresittenos(aceitador e dador) a menos de

éncia

do pela sequ

ituf

t

amero cons

tema controlo do penta

ancia para 0 SIS

A

0,35 nm de dist

MVLVNAIVFKG 18

94



rEreY
0Z63%
95ESH
TBLEV
freadd
#9901
0016€
965LE
Te65E
BOVPE
PBLE
(L1483
9TL6T
5182
8859T
¥Z0ST
(L34
96817
TEEOT
89481
w0zt
or9s T
LOPT
szt
ar60T

Tosilato de Colinio

Arginato de Colinio

Tempo/ ps

Tempo/ ps

—Pares a distancia <035 nm

e e

15

— Ligagies de H

Paresa distancia <0.35 nm

Ligagbes de H

c2

10

10

0269
HESH
6eEr
seey

0OT6E
e
6sE

W
OETIE
ans6e
76182
28597
ve0se

WITT
6507
S8BT
0L
oSt
ot
szt
w601
VEEE

078

2579

f1atd
T

vEvEY
069
asESE
orsr
Py

00T6E
HSLE
22658
B0PE

0BTIE
anL6E
5182
28597
05T
oovEz

EEnz
B9L8T
02T

a0t
sat

¥EE6
ozEL
asza
269
821
vosT

Tempof ps

Tempo/ ps

Pares a distancia <0.35 nm

Ligagles de H

Paresa distancia <035 nm

LigagBes de H

20

7T TRRe———

15

20

C3 15

10

10

[}

Tempo/ ps.

e Pares a distancia <0.35 nm

o LigagBes do H

Pares a distancia <035 nm

Ligagdes de H

10

10

vavEr
0269%
95ESY
T6LEY
BTN
¥9%0F
00T6E

(23713
2LE5E
BOVFE

¥rEZE

08TTE
9TL6T
18T
89597
YIOST
(3034
96817

fatras

Tempoy ps

Tempo/ ps

Pares a distancia <035 nm

——ligagBes.de H

—Paresa distancia <035 nm

e Ligag0 ot H

vEYEY
0769
a5ESY
TLEY
sTeTY
as0y
00T6E
GESLE
TL65%
BOWPE
EZE
08ETE
aTL6T
518
#8597
V2052

S68TT

FOZLT

Tempoy ps

— Pares a distancia <0.35 nm

—igagies de H

= Pares a distancia <0.35 nm

——Ligacbes de H

Figura B. 4 - Numero de ligacdes de hidrogénio e pares de atomos (aceitador e dador) a menos de
0,35 nm de distancia para os sistemas com os dois liquidossi@tgoentamero constituido pela

ida"MVLVNAIVFKG 18,

sequénci

95



AnexoC

COLiNIO TOSILATO COLiINIO TOSILATO
9 18 8 14
— K — K i — K
8 L|{ 1 i L 7 12 ﬂ L
v v \
7 F 14 F ¢ F
6 e | mre i =
A A s | — A
4 it
> >
c1 c4 3¢ 3
3 26
3
4
2
2 A/
lf l “
M / -
8502 04 06 o8 10 00 07 04 06 08 1 8002 o4 o6 08 10 00 02 04 06 08 10
distancia / Nanometros distancia / Nanometros distancia / Nanometros distancia / Nanometros
10 18 10 18
-— K -_— K - K
L 16 L 16 i L
v v v
8 = 14 F 8 14 F
— F — F F
all 2 A » A
. 6 2 L :
e © 10 o °10
S E 3 3
23 5 G5 3 :
< s 8 ] 8
- 4 - el e
6 6
4
N l \ 4 ’ 2
[ / 2 % 2
/ p—_ 3 g
ol L -~ 0 AN 0.0 10 00 1.0
00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 10
distancia / Nanometros distancia / Nanometros
45 20 r
K | —_ K
40 L L
v v
3s F 1 ’ ¢
40 F — F
A A
; 25
c3s 10
s 20
15
10 :
05 \
) \SVRN
o > Ay
Q0 02 o4 06 08 10 00 02 04 06 08 10

distancia / Nanometros

distancia / Nanometros

Figura C. 1 - Gréficos da funcdo da densidade de probabilidade da dist&ifciaa ente 0s
aminoacidos pertencentessaquéncid®KLVFFA?*da pr ot e2 na

idnico, ides colinio e tosilato
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Figura C. 2 - Distancia em A, entre o catido colinio (a laranja), constituinte do liquido iénico
[Cho][Tos] e 0 amino&cido alanina da sequéht{a VFFA?2 (a azul) pertencente a cadeia quatro

do pentamero, aos 5% da simulacdo (atomos de carbono para o catido colinio a laranja e para a
alanina a azul, atomos de hidrogénio a branco, &omos de azoto a azul e atomos de oxigénio a

vermelho).

Figura C. 3 - Distancia em A, entre o anido tosilato (a laranja) constituinte do liquido i6nico
[Cho][Tos] e o aminoécido lisina da sequén€klLVFFA2! (a azul) pertencente a cadeia quatro do
pentadmero, aos 50 ns da simulacdo (atomos de carbono para o anido tieséaja @ para a lisina

a azul, atomos de hidrogénio aahco, atomos de azoto a azitipmos de oxigénio a vermelleo
atomos de enxofre a amarglo
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Figura C. 4 - Diagramas de caixa e bigodes da distancia minima entre os aminoacidos da
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Figura C. 5 - Gréficos da funcédo da densidade de probabilidade da dist@mtima entre os
aminoéacidos pertencentes@quéncid®y SFSLASRLYAE®da ovalbumina os componentes do
liquido idnico, ides colinio e arginato.
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Figura C.6 - Distancia em A, entre o catifo colinio (a laranja) constituinte do liquido iénico
[Cho][Arg] e o aminoAcido glutamato da sequér@4SFSLASRLYAE?® da ovalbuminga

azul) pertencente a cadeia cincopgmtamero, aos 50 ns da simulacdo (atomos de carbono para o
catido colinio a laranja e para o glutamato a azul, atomos de hidrogénio a branco, &tomos de azoto a

azul e &tomos de oxigénio a vermelho).

Q

Figura C. 7 - Distancia apresentada em A, entre darirginato (a laranja) constituinte do liquido

iénico [Cho][Arg] e o amino&cido arginina da sequéfeY¥8FSLASRLYAE da ovalbumina (a

azul) pertencenta cadeia cinco do pentamero, aos 50 ns da simulagéo (&tomos de carbono para o
anido arginato a laranja e para a arginina a azul, atomos de hidrogénio a branco, &tomos de azoto a

azul e atomos de oxigénio a vermelho).
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Figura C. 8 - Diagramas de caixa eégodes da distancia minima entre os aminoacidos da sequéncia
%BYSFSLASRLYAE'®da proteina ovalbumina e os componentes de liquido iénico, ides colinio e
arginato.
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aminoacidos pertencentessaquéncia®Y SFSLASRLYAE'® da proteina ovalbumina os

fd.p/u.a.

fdp/u a.

COLINIO Tosilato
14 20
I —_Y -_ Y
12} = S — s
F f F
S 15} il S
10+ L L
A A
8l SHHs S
|| R Z10 1 R c4
= L ||& i = L
6} T i
‘ — y[1= i — ¥
A { A
4 “ ‘ :‘ — E < — E
2
f“ F )
| ~
ol _: = A\~ —
00 02 04 06 08 1.0 0.0 02 04 06 0.8 1.0
distancia / Nanometros distancia / Nanometros
18 20 ;
— Y F — %
16} —5 [ — s
E | F
14} s sk S
- L L
| A A
10l S ..% S
RI[|2 R
~ 10}
8l =it S = L ¢
— Y= — Y
6| A A
—iB sl — E
4
2}
0 : = 0 /i —
0.0 0.2 04 06 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 10
distancia / Nanometros distancia / Nanometros
14 25
— ¥ — X
12t — S| — s
F 20l k
S S
1o L L
\ ‘ A A
ol s|| s Bf s
’ | R|(|3 R
| — L||s — L
L i o
8 ‘ — Y|[]|* 10 — Y
‘ A A
4t [ y E E
| 5
2} H | Byt )
AN A
0 \‘. 0 JA et Nk
00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 10

distancia / Nanometros

distancia / Nanometros

distancia / Nanometros

componentes do liquido ionico, iBes colinio e tosilato.

102

COLINIO Tosilato
16 . 30
— Y —_ Y
14} | — 5 — S
| F S ) F
12| S S
L 20 L
10| A A
L S|l S
2 8} RII2 5] R
Q — o —
3 WE L
6l —_ Y -—_Y
A 10f A
b — E E
st
2f
[ -
oL B NS ; ol_t: <X a9
00 02 04 06 08 .0 00 02 04 06 08 10
distancia / Nanometros distancia / Nanometros
12 - 18
—_— Y . — X
=3 ig] 16 f =g
101 F | F
s ™ s |
8 L 12 L
. A - all
] S| &0l S|
2 6l R(]3 R
Q i a p—
2 R ‘i
b m— Y1 — Y
4t A4 6| it A
— == IE
al ;
2| /\
o 1/
. AN
[} o -
00 0.2 04 06 08 10 00 02 04 06 0.8 1.0

distancia / Nanometros



Figura C. 10 - Distancia em A, entre o cati&o colinio (a laranja), constituinte do liquido i6nico
[Cho][Tos] e 0 aminoacido glutamato da sequéPRISFSLASRLYAEda ovalbumina (a azul)
pertencente &adeia um do pentamero, aos 50 ns da simulacdo (atomos de carlzonocatdo

colinio a laranja e para o glutamato a azul, atomos de hidrogénio a branco, atomos de azoto a azul e

atomos de oxigénio a vermelho).

Figura C. 11 - Distancia em A, entre o anifo tosilato (a laranja), constituinte do liquido i6nico
[Cho][Tos] e o aminoacido serina da posicdo quatro da sequ&EYS&ESLASRLYAE® da
ovalbumina (a azul) pertencente a cadeia um do pentdmero, aos 50 ns da simulagdadéatomos
carbono para o anido tosilato a laranja e para a serina a azul, &tomos de hidrogénio a branco, atomos
de azoto a azul, &tomos de oxigénio a vermelho e atomos de enxofre a amarelo).
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Figura C. 12- Diagramas de caixa e bigodes da distancia mininna eataminoacidos da sequéncia
%®YSFSLASRLYAE"®da ovalbumina e os componentes de liquido iénico, ides colinio e tosilato.
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Figura C. 13 -Gréficos da funcdo da densidade de probabilidade da dist@ifiaa entre os
aminoacidos pertencentes sequénci®™MVLVNAIVFKG 8 da proteina ovalbumina e os
componentes do liquido idnico, ides colinio e arginato
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Figura C. 14 - Distancia em A, entre o catido colinio (a laranja), constituinte do liquido iénico
[Cho][Arg] e o amino&cido glicina da sequéntlAVIVLVNAIVFKG 1 (a azul) pertencente a

cadeia cinco do pentamero, aos 50 ns da simulagdo (atomos de carbono para o catido colinio a laranja
e para a glicina a azul, atomos de hidrogénio a branco, atomos de azoto a azul e &tomos de oxigénio

a vermelho e atoos de enxofre a amarelo).

Figura C. 15- Distancia em A, entre o anido arginato (a laranja), constituinte do liquido i6nico
[Cho][Arg] e o0 amino&cido lisina da sequénéfAMVLVNAIVFKG 8 (a azul) pertencente a

cadeia 1 do pentamero aos 50 ns de simulacdo (atomos de carbono para o anido arginato a laranja e
para a lisina a azuftomos de hidrogénio a branco, &tomos de azoto a azul e &tomos de oxigénio a

vermelho e 4&tomos de enxofre a ashg)r
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Figura C. 16- Diagramas de caixa e bigodes da distancia minima entre os aminoacidos da sequéncia
I™MVLVNAIVFKG 83 e os componentes de liquido idnico, ides colinio e arginato
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Figura C. 17 - Gréficos da funcdo da densidade de probabilidade da distanuiaa ente 0s
aminoacidos pertencenteseguéncid’SMVLVNAIVFKG 8 e os componentes do liquido iénico,
ides colinio dosilato
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